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L- iNmmuccneK

La Quimica Analitica es la Ciencia Metrolégica Quimica cuya mision fundamental es
la generacion de informacién cualitativa, cuantitativa y estructural sobre cualquier tipo de
materia o sistema (proceso). Sus objetivos genéricos actualmente se pueden resumir en la
obtenciéon de mas cantidad y calidad de informacién utilizando cada vez menos material,
medios y esfuerzo, con menores costes y riesgo. Asi pues, la calidad de la informacion

generada es un objetivo prioritario de la Quimica Analitica de hoy y manana fVaicarcei,92.

Para que un resultado experimental sea valido, un requisito que debe cumplir es el
haber sido obtenido a partir de un proceso de medida controlado. Los trabajos de Eisenhart
[Eisenhart,63] ¥y Wilson [Wiison,70] sefialan la necesidad de distinguir entre un "método de
medida” y un "proceso de medida". El primero puede variar en especificidad, desde un
procedimiento general tal como el analisis por absorcion atomica, hasta una serie de
instrucciones detalladas para la determinacion de un elemento concreto en una muestra
particular. El segundo es su limite ideal e implica un control suficiente de las variables
asociadas con un método dado de analisis. La palabra "control" significa que las caracteristi-
cas de la estructura del proceso estén fijadas, es decir, que la imprecision y el error

sistematico se conozcan.

Un diagrama esquematico del proceso de medida quimico, PMQ, seria el de la figura

1. En él aparecen los pasos de los que consta y los aspectos criticos de cada uno de ellos.

Centrandonos en la medida y evaluacion, sefalar que toda medida fisica esta sujeta
a un grado de incertidumbre que, en el mejor de los casos, s6lo puede ser reducido a un
nivel aceptable. Toda medicién implica un conjunto de tres componentes: el sistema del cual
se mide alguna propiedad, el instrumento de medida y una persona que puede denominarse
observador u operador. Los errores se originan en los tres componentes del conjunto, con
magnitudes variables que dependen del analisis, la composicion de la muestra y otros

factores.
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PROCESO DE MEDIDA QUIMICO (PMQ) ASPECTOS CRITICOS

EXISTENCIA DEL PMQ

MUESTREO HOMOGENEIDAD, CONTAMINACION
SEPARACION RECUPERACION, CONTAMINACION
MEDIDA CALIBRACION, RESOLUCION
EVALUACION MODELO, ESTRUCTURA DEL ERROR
X,8(

Figura 1: Pasos de los que consta un proceso de medida quimico, PMQ.

Los pasos que preceden a la determinacion propiamente dicha (muestreo, preparacion
de la muestra, separacion de sustancias que interfieren) pueden ser muy complejos en el
analisis aplicado e introducir errores mayores que los de la medicion final. El proceso de
calibracién es esencial para un resultado analitico, ya que, junto al muestreo, es causa de

errores sistematicos importantes.

Por tanto, la inexactitud va a depender de todos estos errores, y aunque el error total
e, diferencia entre el valor verdadero xvy su estimaciéon x, es desconocido, debera ser

posible dar limites utiles para tal error, suma de dos componentes: error sistematico, es y

error aleatorio, ea.

Toda vez que un método de analisis cumpla los requisitos de un proceso de medida
quimico, es util considerar algunas caracteristicas del método, tales como sensibilidad,

selectividad, limite de deteccion, precisiéon y exactitud.
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La sensibilidad en el contexto del andlisis instrumental viene caracterizada por la

pendiente de la recta de calibrado.

La selectividad es la fraccién de la sefial debida exclusivamente al analito y es un
valor adimensional comprendido entre 0 y 1. Cuando el valor es nulo, el anélisis es

imposible. Cuando el valor es la unidad, no existen interferencias directas de ningin tipo.

El limite de deteccién es el menor valor de concentraciéon dentro del método de

andlisis que permite afirmar que dicha concentracién no es nula.

La precision se puede definir como la concordancia de los distintos valores obtenidos
al realizar una serie de medidas repetitivas e independientes unas de otras bajo condiciones
especificas. la "International Organization for Standardization", ISO, en su definicién de
repetitibilidad (repetability) establece que se obtengan resultados de ensayos mutuamente
independientes mediante el mismo método aplicado a la muestra a analizar en el mismo
laboratorio, con el mismo equipamiento y por el mismo operador en un intervalo corto de
tiempo. La repetitibilidad se acepta como una medida de varianza interna, y refleja la
precision maxima que se puede obtener con un cierto método. Las condiciones establecidas
para la reproducibilidad indican que se obtengan resultados de ensayos independientes
mediante el mismo método aplicado a la muestra a analizar en diferentes condiciones tales
como diferentes laboratorios, diferentes equipamientos o distintos operadores. En el
Vocabulario internacional de metrologia se exponen hasta seis tipos distintos de factores que
pueden cambiarse, acompaiiados de las especificaciones que se deben de cumplir para que
la dispersién de los datos obtenidos sea una medida cuantitativa de reproducibilidad. Entre
estas caracteristicas se especifican, p. ej., la reproducibilidad entre dias, entre laboratorios

o entre analistas.

La exactitud es definida por la SO como el grado de concordancia entre el resultado
de una medida y el valor verdadero de la cantidad que se ha medido. Se expresa en términos
de error absoluto o relativo, definiendo el error sistematico. El problema esta, evidentemente,
en conocer con fiabilidad el valor verdadero. De acuerdo con /[Griepink,90], existen tres

caminos para conseguir la exactitud de un método analitico:
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-Por comparacién con otro método que se considera como de referencia.
-Por comparacién con otros laboratorios (ejercicios de intercomparacién).

-Empleando materiales de referencia certificados.

Para un laboratorio, de estas tres posibilidades, la primera es relativamente arriesgada
y costosa, porque exige un personal preparado, trabajando con los medios apropiados y
siguiendo estrictamente los programas de calidad, sin que ello asegure la eliminacion de
fuentes de errores sistemdaticos ya existentes. La segunda posibilidad también es costosa y
lenta, necesitindose la participacion de otros muchos laboratorios que hayan demostrado
trabajar bajo normas de calidad. El empleo de materiales de referencia certificados, siempre
" que existan comercialmente, constituye la opcién mas simple para estimar la exactitud de un
método analitico y detectar ficilmente fuentes de errores sisteméticos. Si bien estas tres
posibilidades estin consensuadas, existen planteadas otras que también pueden servir para

caracterizar la exactitud de un resultado.

Seglin Cardone [Cardone,834,83B], las fuentes de errores sistemdticos se pueden
clasificar en cuatro grupos:
-Errores constantes.
-Errores proporcionales.
-Errores en el proceso de calibraciéon y en la calibracion del sistema.

-Presencia de interferentes directos.

Los dos primeros tipos de error son detectables por técnicas estadisticas, y se les

pueden aplicar técnicas de cédlculo correctivas. Son lo que denomina errores corregibles.

Los errores en el proceso de calibracién, en la calibracién del sistema y los debidos
a la presencia de interferentes directos no son detectables y cuantificables por métodos

estadisticos. A estos errores los denomina errores incorregibles.
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1.1.- CALIBRACION UNIVARIADA: DETECCION Y ELIMINA-
CION DE ERRORES SISTEMATICOS.

El error sistemitico constante es debido a una respuesta relativa significativa, positiva
0 negativa, y no atribuible al analito, que puede ser medida directamente, o ser relacionada
matematicamente con una concentracion nula de muestra, debida a la matriz de la muestra.
- También puede ser debida a una propiedad fisico-quimica del sistema de medida, y que es

independiente de la cantidad de muestra tomada.

El error proporcional es debido a un cambio relativo significativo en la respuesta del

analito por unidad de concentracion ( ﬁ% ), positivo o negativo, atribuible a parametros

del sistema de medida, procedimiento o método. El cambio de magnitud se mantiene

constante a todos los niveles de concentracion de interés de analito.

Ejemplos de error constante son el error negativo debido a la perdida por solubilidad
en una gravimetria, y el error positivo debido a absorciones extrafias en espectrofotometria.
Un ejemplo de error proporcional es la recuperacién incompleta en un proceso de extraccién

4ineﬁcaz.

En la figura 2 se muestran grificamente la deteccién de estos tipos de errores
corregibles, en relacién con la ordenada en el origen y la pendiente de la recta obtenida

representando valores afiadidos frente a valores encontrados /Miller,93].

| La medida directa del error constante en una muestra es conocida normalmente como
medida del blanco. El blanco estd considerado como parte integrante de una técnica de
medida, su respuesta se cancela fisicamente o se sustrae algebraicamente de las sefiales de
- patrones y muestras. El blanco, denominado blanco reactivo, blanco quimico o blanco
analitico, es la respuesta de una disolucién que contiene todos los constituyentes de la

muestra, excepto el analito, y que ha sufrido el proceso entero de andlisis de la muestra.
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a=0

Cantidad anadida

Figura 2: Caracterizacién de errores corregibles: A) sin errores; B) error sistematico constcante;
C) error proporcional; D) errores sistematicos constante y proporcional; E) y F) otros tipos de erroir, F)
debido a problemas de especiacion.
Este blanco quimico recoge todas las sefales debidas a aspectos externos al amalito,
como reactivos, aparatos , medio ambiente y matriz. A este blanco se le denomina blanco
del método (MB)) fCardone,85,86A,86B,87; Ferrus,87,88]. La gran dificultad de usar este Iblanco

estriba en encontrar una composicion lo mas parecida posible a la de la matriz del problema.
Se define como blanco del sistema (SB) a la ordenada en el origen de la cuirva de
calibrado con patrones, donde no hay matriz presente. Su obtencion se representa en la figura

3. La recta de calibrado que se obtiene se ajusta a la ecuacion:

Rx = SB + nmp X Cx (1)

10



1.1.-CALIBRACION UNIVARIADA

SB

Concentracion de analito, Cx

Figura 3: Recta de calibrado obtenida con patrones, y blanco del sistema, SB.

Siendo Rx la respuesta analitica, mp la pendiente de la recta de calibrado y Cx la

concentracion de analito.

El verdadero blanco, sin embargo, debe ser determinado cuando tanto la matriz como
el analito estan presentes. El primero en abordar la solucidon de este problema fue Youden
en 1947 [vouden,47], siendo Cardone [Cardone,85,86A,86B,87; Ferrus,87,88] quien ha generalizado
su uso en la actualidad. EI método consiste en aplicar la técnica de regresion lineal a los
datos obtenidos para distintas porciones de ensayo de la muestra de laboratorio, segun se
observa en la figura 4. La ordenada en el origen corresponde a lo que se denomina blanco
total de Youden o TYB (total Youden blank). Este es el verdadero blanco de la muestra. La

recta de calibrado obtenida es:

Rx = TYB + ms x Cs (2)

Donde ms es la pendiente de la recta de calibrado sefial analitica frente a la

concentracion de muestra (Cs).
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TYB Masa o concentracion de muestra, C,

Figura 4: Recta de calibrado obtenida con la muestra de laboratorio y blanco total de Youden,
TYB.

Dicho blanco total de Youden, TYB, esta compuesto por sefiales debidas a los no
analitos en la muestra y disolvente, al error sistematico en la pendiente, que se traduce en
un error de signo contrario en la ordenada en el origen, segun sefialaron Mandel y Lining
[Mandei,57], y, sobretodo, a la sefial de interaccién analito/matriz. El blanco del sistema, SB,
tan solo contiene las sefiales de los no analitos en el disolvente y el error negativo en la

pendiente.

La diferencia entre ambos sera debida solamente a la seial de interacciéon analito/ma-

triz, y se denominara blanco de Youden (YB).

Por tanto:

TYB-SB = YB (3)

El blanco de Youden es de gran utilidad, puesto que denota los errores inherentes a
la muestra. Una vez obtenido este parametro, se debe examinar su consistencia con cero; si
no lo es, las medidas deben corregirse, puesto que vienen afectadas de error sistematico

constante. La concentracion corregida vendra dada por la expresion:

12
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¢, . (Fe-1B)-SB @

mp

El error proporcional del método se deriva del hecho de que la pendiente de la recta
de calibrado obtenida con patrones difiere de la pendiente de la recta de calibrado en
presencia de muestra si existe efecto matriz [Cardone,85,86A4,86B,87; Ferris,87,88; Youden,47;

Campins,88]. El método de adicién estindar permite la normalizacién "in situ" de dicho error.

Dicho método es ampliamente utilizado en Quimica Analitica para la determinacién
de especies en muestras en las que los efectos matriz conducen a resultados inexactos si se

utiliza la calibracién con patrones habitual, y fue propuesto por primera vez por Foster
" [Foster,35;37]

Si queremos obtener un resultado analitico exento de error sistemético, en el caso
ideal utilizaremos un patrén de composicion idéntica a la muestra; en el caso que nos ocupa,
la matriz se reproduce haciendo entrar la porcién de ensayo en la composicién del patrén y
afiadiendo ademés cantidades conocidas de analito puro, de manera que ahora se tiene en el
patrén la matriz propia de la muestra de laboratorio, pero no se conoce la cantidad total de

analito.

Varias son las modalidades del método, dependiendo generalmente de la técnica

instrumental elegida [Bader, 80J:

- variacién continua de patrén en un volumen total constante.
- variacion continua de patrén y muestra en un volumen total constante.
- adicién simple de un volumen variable de patrén.

- volumen total variable con variacion continua de patrén.

En la primera modalidad, que es la més utilizada, se preparan distintas disoluciones
que contienen un volumen constante de muestra (Vi) y cantidades miiltiples (#) de un
volumen de patrén (V;), diluyéndose cada solucién a un volumen constante prefijado (V).

La respuesta analitica vendrd dada por la expresi6n:

13
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kn,

Figura 5: Representacion grafica del método de adicién estandar, MOSA.

Rn=k x n0+ k x tif (5)

con

no=fx X Cx (fx= VxWj (6)

nt=fP x CPx n Bp=Vp/Vt,n (7)
Siendo Cx la concentracion de analito en la muestra y CPla concentracion de analito
de la disolucion madre de patron. Si se representa Rnfrente a n, figura 5, se obtiene una
recta de pendiente k y ordenada en el origen k x nQ que corresponde a la sefial presentada
por la concentracion de analito en la porcién de muestra tomada. La concentracion de analito
en la primera disolucion, que soélo contiene muestra, nQ vendra dada por el punto de abcisa
que se encuentra con el eje. Esta cantidad es la que tendriamos que sustraer de la porcion
de ensayo para tener concentracion nula de analito. O sea, que en valor absoluto es la
cantidad
buscada. El hecho de que este procedimiento requiera una extrapolacién es desfavorable
desde el punto de vista del intervalo de confianza del resultado analitico segun han sefialado

diversos autores, aunque esta afirmacion no es del todo cierta.

14
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Figura 6: Representacion grafica del método de adicion estandar segun [Cardone,86BJ

Una representacion mas coherente con la funcionalidad del método, segun sefala
Cardone fcardone,86Bj, seria la resultante de sustraer el valor de la ordenada en el origen, es
decir, de la respuesta para la disolucion constituida por el volumen Vk de muestra, de las
sefiales obtenidas para cada adicion de analito puro, con lo que obtendriamos la recta de
respuesta del analito en la matriz, y entonces el valor incégnita se calcularia como la abcisa

de la sefial RO (figura 6).

También hay que tener en cuenta que la pendiente del método es independiente del
camano de la adicion de la muestra realizada, segun ponen de manifiesto distintas
investigaciones (figura 7). Para el desarrollo del modelo correcto del método, ademas de la
constancia de la pendiente para los distintos tamafos de muestra tomados, se ha de considerar
que en las respuestas analiticas obtenidas esta incluido el blanco total de Youden, TYB,
puesto que se trabaja con una muestra de laboratorio. En la figura 8, que une la representa-
cion de Youden y del método de adicion estandar, se muestra la necesidad de esta correccion,
y como modifica el resultado obtenido para la concentracién incognita. Por tanto, para
obtener resultados validos al aplicar el método, a las distintas sefiales analiticas obtenidas se
les ha de restar el TYB, y representar entonces frente a la concentracidon de patron afadido.
Entendido el método de esta forma, lo que se obtiene es una recta de calibrado que tiene en
cuenta la interaccion analito/matriz, y ello siempre que las distintas adiciones de analito puro

no modifiquen demasiado la relacion analito/matriz de la muestra. Al utilizar este método se

15
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Figura 7: Independencia del valor de la pendiente del métdo del tamafio de la adicién de mues-
tra.
evitan los posibles errores sistematicos proporcionales de que se veria afectado el resultado
si se utilizara una calibracién en la que en los patrones no se tuviera en cuenta aquel

componente de la matriz que afecta la sefial del analito de una forma proporcional.

La influencia del tamano de la adicidon sobre la precisiéon de una medida de adicion
estandar ha sido tratada por Ratzlaff [Ratziaff, 79]. ElI tamafio del incremento debe elegirse de
forma que en la medida se mantenga una buena precision y no se modifiquen las condiciones
de la disolucion. Los factores que afectan a la eleccion del tamafo del incremento los estudia
considerando la contribucion de varios tipos de incertidumbre sobre la funcion calibrado,
agrupando la naturaleza de éstas en tres categorias: independiente, de raiz cuadrada y

proporcional.

De este estudio concluye que cuando la relacién incremento/analito es significativa-
mente menor que la unidad, los resultados son poco precisos. Si bien la incertidumbre
decrece con el aumento de esta relacion, también hay que tener en cuenta que una adicion
grande de patron puede modificar las condiciones de la disolucion y consecuentemente la
pendiente de la relacién funcional. Este comportamiento no se tiene en cuenta en la

valoracién de los datos, aunque si ha sido remarcado en la literatura.
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respuesta
analito

Conc. Conc. no
corregida corregida

muestra ‘analito

Figura 8: Representaciones de Youden y del método de adicion estandar.

Cardone [cardone,86B] apunta que a pesar de que la relacion entre la pendiente del
método de adicion estandar (k) y la correspondiente a la curva de calibrado con patrones (mP)
esta reconocida como el mejor diagndstico para la deteccion de errores proporcionales, su
uso explicito no ha sido reconocido, lo que atribuye a la confusion existente en la literatura
y entre los analistas en cuanto a las caracteristicas del método. Se define P, segun la formula
13, como el factor de error proporcional. Cuando dicho valor P difiere de la unidad, se

puede afirmar la presencia de error proporcional en el método.

Este método, capaz de corregir errores sistematicos proporcionales, no puede corregir
la influencia de interferentes directos, por lo que estos deberian ser eliminados antes de

practicar el método.
Como ya se ha comentado anteriormente, cualquier error en el proceso de calibracién
causara un error sistematico en el resultado del analisis de la muestra. Por ejemplo, el uso

de patrones higroscopicos manejados sin el debido cuidado, dara lugar a curvas de calibrado
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tanto mas erréneas cuanto mayor sea la cantidad de agua adsorbida. Igualmente, errores en
la calibracién del sistema, como sobrepasar la linealidad de la curva de calibrado, o un

proceso incorrecto de célculo, dan lugar a resultados incorregibles.

Kowalski et al [Sharaf,86] definen esta operacién como el proceso por el que la
respuesta de un sistema de medida se transforma o se expresa en términos de una cualidad
o cantidad de interés. En la etapa de medida, todas las diferencias entre el comportamiento
real y el ideal son fuentes potenciales de error. Mientras que el comportamiento real incluye
efectos de contaminacin, interferencia, efectos matriz y distorsién de la respuesta, el
comportamiento ideal refleja una relacién teérica o semiempirica, o una calibracién con
patrones. El error potencial de tales diferencias debe ser reducido, suprimiéndolo quimica,

matematica o instrumentalmente.

Wilson (/Wiison,74]) apunta los factores que afectan a la exactitud de las funciones

calibrado, y que son su naturaleza y su determinacién experimental.

La naturaleza de la funcion calibrado puede tener efectos importantes sobre factores
practicos. Por ejemplo, son més ficiles de definir exactamente funciones de forma lineal que
aquellas de forma polinémica. La mayoria de métodos en Quimica Analitica expresan curvas
de calibrado del primer tipo, y esto ha llevado a forzar la instrumentacién a este modelo, en
‘vez de trabajar con modelos que se ajusten al instrumento, y también a forzar las sefales
analiticas mediante aproximacién, transformaci6n o integracién a comportamientos lineales
frente a la concentracién de analito, o frente a una funcién modificada de tal variable. La no
adecuacién de datos experimentales a modelos lineales conlleva a errores sistematicos en el

proceso de calibracion.

Aunque no es la unica, la funcién lineal mis utilizada en el anélisis cuantitativo
espectrofotométrico es la conocida ley de Beer, establecida por Bouguer, Lambert y Beer,

y que define la relacién existente entre absorbancia y concentracién como:

A = —log (T) = -log Il - & X b XC (14)
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donde A es la absorbancia, T la transmitancia, I, la intensidad de luz incidente, I la intensidad
de luz transmitida, € es la absortividad molar (L Xmol? Xcm™), b el paso 6ptico (cm.) y C

la concentracién (mol XL™).

En fluorescencia, en disoluciones suficientemente diluidas y bajo condiciones de no

quenching, la intensidad de emisién viene descrita por la ecuacion:

L=1,&(1-e*) (15)

donde 1, es la intensidad incidente de radiacién, € es la absortividad molar, ®; es el
rendimiento cudntico aparente, [ es el paso Optico efectivo de la celda y C es la concentracion
de analito. Entre intensidad de emision de fluorescencia y concentracion existe una relacion

'lineal si la absorbancia de la disolucion es menor de 0.05.

En fluorescencia sincrdnica la intensidad de la sefial viene descrita por:

IL-KCIE

exc(\,., )

E

emsh., | )

(16)

donde K es una constante experimental, C es la concentracién de analito, / es el paso dptico

efectivo de la celda y E_, ,y E,_,, , representan los espectros de excitacién y

emision respectivamente, puesto que A, = A\ + A\
La magnitud y carécter de los errores implicados en la determinacién experimental
de la funcién calibrado dependera de la precisién de las medidas y de los patrones, de su

calidad, de su adecuacion a la muestra a determinar, de su nimero y de su distribucién.

Tradicionalmente se ha utilizado un método de medida especifico para determinar un
constituyente dado. Esta metodologia conduce a buenos resultados, pero asume. qhe el
componente siempre produce la misma sefial a la misma concentracién, y que ningiin otro
componente influye en la sefial. Estas condiciones no son siempre faciles de conseguir, y el
procedimiento conduce a errores sistemdticos no corregibles si en la muestra existen
interferentes directos. Entonces se opta por su eliminacién quimica con el consiguiente gasto

de tiempo.
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1.2.- CALIBRACION MULTIVARIADA.

Cuando la resolucién del instrumento es adecuada, se pueden medir dos 0 més
especies en la misma muestra, resolviendo indirectamente, en algunos casos, el problema de
la presencia de interferentes directos sin recurrir a su separacién quimica, por la via de su
determinacién. En una determinacién especifica de un tinico componente, toda la informacion
analitica estd contenida, generalmente, en la intensidad de la sefial, mientras que en una
determinacién multicomponente, la informacién se obtendrd a partir de la intensidad y

posicién de la sefial analitica, a través de una calibracién multivariada.

Los métodos de regresion, ajuste de datos a un modelo, se han usado en una gran
variedad de contextos cientificos denominados "ciencia dura" (ciencia basada en modelos
duros, hard modeling), aunque mejor seria llamarla "ciencia endurecida” [stone, 9], en los que
un modelo lineal es una representacion adecuada de la realidad: el nimero de parametros del
modelo son pocos y todos ellos han de ser estimados. Son casos en los que se busca la
comprension del fenémeno en estudio a través del modelo ajustado, por ello también se han
denominado métodos de calibracién directa, y habitualmente retinen estas caracterfsticas
[Burgos,93]: »

-No existe duda en cuanto al modelo.
-Las variables descriptoras mantienen una alta relacién sefial/ruido.

-El criterio de minimos cuadrados es adecuado.

Un ejemplo de esta situacion es la caracterizacién de una sustancia quimica por su
absorbancia a una-longitud de onda. Como ya se ha descrito, la ley de Beer postula un
modelo lineal para la respuesta en funcion de la concentracion; la absortividad es especifica
de cada sustancia y basdndose en ello se propondra medir la absorbancia en tantas longitudes
de onda como analitos se suponga componen la muestra y obtener los coeficientes por el
método de minimos cuadrados. La bondad del método dependera del conocimiento que se

‘tenga de la muestra problema (/Werner,77]).

En el otro extremo de la escala de dureza se encuentran las aplicaciones cientificas

blandas (ciencia basada en modelos blandos, soft modeling) en las que:
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-Hay un gran nimero de variables predictoras.
-Se dispone de poco conocimiento formalizable sobre el problema.

-Se desea basicamente predecir.

El cientifico usard la informacién relacionable con la respuesta aportada por algunas
o todas de estas variables construyendo unas nuevas, Z;, disefiadas para conseguir una buena
calidad en la prediccion /Martens,84;85; Nes,84]. A este tipo de metodologia también se le ha

denominado calibracién indirecta.

Una ilustracién de ciencia blanda, pero vitalmente iitil, es la calibracién de un NIR
para la medida répida del porcentaje de proteina en muestras de harina. Tipicamente se tienen
del orden de 25 objetos, muestras de calibrado; més de 700 variables predictoras con alto
grado de colinealidad y no existe nada sifnilar a la Ley de Beer que garantice la existencia

de unos pardmetros con significado fisico que deban ser estimados.

Bershtein [Bershtein, 88] puntualiz6 diversos problemas en el andlisis multicomponente
aplicado a la espectroscopia UV-Visible:
1.- Eleccién entre sistemas determinados y sobreestimados.
2.- Eleccién de longitudes de onda Optimas.
3.- Eleccion entre incrementar el nimero de longitudes de onda utilizadas o

el nimero de replicas.

En el trabajo, este autor estudia ademds la eficacia de criterios establecidos y de

algoritmos en la seleccion de longitudes de onda dptimas.

El terreno entre las s6lidas cumbres de la "ciencia endurecida” y las arenas movedizas
de la "ciencia blanda" estd ocupado por la "ciencia flexible", que en gran medida puede
definirse como la inteligente seleccién de un sesgo en las estimaciones para obtener una

mejor precision en la respuesta esperada.

Muchas son las clasificaciones propuestas para los métodos de calibracién
multivariada. A continuacién se describen algunas de las soluciones aparecidas en la

bibliografia, generalmente empleando espectrofotometria UV-visible, para la resolucién de
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muestras donde existe un error incorregible debido a la presencia de interferente(s) directo(s),
sean éstos de naturaleza relevante o irrelevante. El orden establecido en la presente memoria

atiende al grado de conocimiento de las interferencias :

a.- Informacién completa: interferente(s) conocido(s).
b.- Informacién parcial: interferente(s) modelado(s).

c.- Informacién nula: interferente(s) desconocido(s).

Las opciones a) y b) utilizan patrones de calibracién de analito(s) puro(s), o en su
defecto muestra(s) més adiciones conocidas de analito puro(s), miéntras que la opcién b)
" emplea habitualmente muestras con concentraciones conocidas de los analitos y que
incorporan suficiente variacién de cada interferente para que el algoritmo pueda modelar y

corregir su efecto.
1.2.1.- INTERFERENTE(S) CONOCIDO(S).

El zero crossing method fue desarrollado por O’Haver [0'Haver, 76;79] y se basa en la
resolucién de mezclas binarias utilizando como longitudes de onda de medida aquellas donde
el espectro de primera derivada de cada una de las especies se anula. En ese punto la
amplitud medida es directamente proporcional a la concentracion de la otra especie. Miiltiples
aplicaciones de este método aparecen en la bibliografia junto con el empleo de derivadas con

4 . .
el objeto de anular las diferencias espectrales en mezclas de dos o tres componentes.
El método de las curvas de contenido aparente, desarrollado en este mismo

departamento, estd basado en el estudio de la representacion grifica de la funcion F, = f(\),

siendo F;:

an

donde (4;); representa la absorbancia de la muestra a la longitud de onda \; y (g,); la
absortividad molar del compuesto a determinar a dicha longitud de onda. A partir de ellas

se han resuelto mezclas binarias en espectrofotometria [Liobat,92] y espectrofluorimetria
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[Liobat,93] y mezclas ternarias en espectrofotometria [Maurt,93/. Otro método desarrollado ha

sido el de las absorbancias lineales [Pascual,92].

El método de regresion lineal multiparamétrico, MLRA, propuesto por Blanco et al
[Blanco,87:89;90], es un método grafico de regresién lineal. Si se puede definir la absorbancia

de una mezcla binaria como:

Ay, = &, X Cy + &, X Gy (18)

 dividiendo para cada longitud de onda por la absorbancia de una disolucién de referencia de

la especie X, de concentracion Cﬁ , se obtiene que:

A, C - X
S,i = __{ + 8}’,1 CY (19)
que se puede simplificar a:
A, ) A
Siic v, x fu (20)
8X,i ex,i

A, g, .
por lo que representando —2 frente a - para cada longitud de onda medida se

8X,i 8X,i

obtiene una linea recta de ordenada en el origen Cyy pendiente Cy. Expresiones absolutamen-
te equivalentes se obtienen si en vez de considerar la absorbancia de las disoluciones se opera

con las derivadas de orden n de los espectros correspondientes.

Segin dichos autores, el error global de la determinacién se expresa como:

[ E( c; calculado- ¢, afiadi do)2]1/2 .
Y (c, afadido)

%A = @1
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La espectrofotometria de cocientes de espectros derivados ha sido propuesta por

~ Salinas [Salinas,90]. Si se deriva la expresion (19) se obtiene que:

d A, _ Cy|l a |éw

Ao, x G| |G| P &

X,i
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La ecuacion (22) indica que la derivada del cociente de espectros de la mezcla es
dependiente sélo de los valores de C, y G2, y es independiente de los valores de Cy en la

muestra. Se pueden ver distintas aplicaciones del método en /Berzas, 92]

Este método se ha ampliado a la resolucién de mezclas ternarias uniendo dicha

metodologia y el zero crossing method [Berzas,92B].

Algunos métodos graficos (junto con otros multicomponentes) han sido comparados

en /[Bautista,93]. .

- Unmétodo recientemente desarrollado es 1a Fluorescencia Sincrénica por Isopotencia-
les de la Matriz, FSIM, [Murillo,94] que desarrolla espectros sincrénicos siguiendo una

trayectoria que une puntos de igual intensidad en el espectro total de fluorescencia de la

matriz.

El modelo de calibracién mas utilizado es la regresién lineal miltiple, MLR, se basa
en analizar diversos analitos en la misma muestra, utilizando para ello los datos obtenidos
para n muestras con r analitos, midiendo con p sensores (p. €j. absorbancias a diferentes
lohgitudes de onda), obteniéndose las matrices R, , (matriz de respuestas), C,,, (matriz de
concentraciones) y K, , (matriz de constantes de respuesta lineal, cuyos elementos representan '
la sensibilidad de cada sensor para cada analito). Por extensién del andlisis univariante se
tiene que:

an = Cn,r Kr,p _ :

Para que dicha ecuacién matricial tenga solucién, se debe cumplir que p > r. Para

poder obtener el valor de la matriz K, las disoluciones estdndar deben cubrir los intervalos

de concentraciones de interés de los distintos analito, conn > r.
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K se calcula como:
K = (C"C)* (C'R)
donde CT es la matriz traspuesta de C, y (CT C)* es la inversa de C* C (asumiendo que

exista).

Si K no se calcula, sino que se toman sus valores a partir de disoluciones patrén de

los analitos puros, se tiene el denominado andlisis de multicomponentes (MCA).

La matriz (CT C)* CT se denomina inversa generalizada de C. Conociendo la matriz
de los factores de sensibilidad K, se pueden estimar las cantidades de analito en muestras
" desconocidas. Ello es equivalente al proceso de interpolacién en el andlisis de un solo
componente. Si el nimero de sensores es igual al nimero de analitos (p = r), K es una
matriz cuadrada. Si K™ existe, entonces las concentraciones se calculan como:

Cs = Rj K
donde Cg es la matriz que contiene las concentraciones de analito en la muestra desconocida,
y R es la matriz de las respuestas obtenidas para la muestra desconocida. Idealmente,
cuando sélo se utilizan sensores especificos para cada analito, la matriz K deberia tener
entradas distintas de cero sélo en la diagonal (K;; = 0 para i#j y K;; # 0). Si los sensores
no son especificos, pero si bastante selectivos, K;; tendrdn un valor finito distinto de cero,
positivo o negativo dependiendo de la —naturaleza de la interferencia. Cuanto més selectivo
es el sensor, menor valor absoluto para K;;. Si existen interferencias es esencial incluirlas

en el proceso de calibracién y evaluar sus factores de sensibilidad.

Si el nimero de sensores es mayor que el de analitos (p > 7), K no es una matriz

cuadrada. Cg se resuelve entonces utilizando la inversa generalizada de K:
' Cs = R K" (K KT)*

La sensibilidad del sistema analitico en el caso del anélisis multicomponente con la

matriz K cuadrada se puede definir como el valor absoluto del determinante de K:
sensibilidad = | det K |

Cuando el nimero de sensores es mayor que el de analitos, K no es una matriz

cuadrada, y en este caso se define la sensibilidad como:
sensibilidad = | det (K" K) | 12
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La calibracién multivariada también puede realizarse por regresién lineal miltiple
inversa. En este caso se considera la concentracién de los 7 analitos como variable
dependiente y la matriz de respuestas como variables independientes. Para n disoluciones de
patrones con r analitos y p respuestas obtenidas con diferentes sensores se tiene que:

C.. =R, K,
de donde:
K = RTR)'RTC
Para una muestra desconocida se tiene que:
C, =R K

Las condiciones requeridas para aplicar el método son: 1) que los espectros de los
analitos sean lo suficientemente distintos para poder calcular con precisién la matriz inversa
R, y 2) que n = p, lo que significa un limite en el nimero de sensores a utilizar en el

analisis.

- La principal desventaja de MLR es que para realizar los célculos es necesario invertir
las matrices, lo que se convierte en problemético e introduce una posible fuente de error en

situaciones préximas a la colinealidad.

‘Las dos limitaciones mds importantes de la calibracion multivariada son que los
- resultados pueden depender del intervalo de longitudes de onda que se seleccione para su
aplicacion [Rossi, 85], y que cualquier absorbancia adicional, debida a una variacion de la linea
Abase o a la presencia de un interferente no conocido, serd considerada en el célculo,
produciendo un error no controlable en la cuantificacién de los analitos. Cuando el
solapamiento de las sefiales es acusado, el método de regresion lineal conduce a resultados

no satisfactorios derivados del hecho de que algunas sefiales analiticas son combinacién lineal

de otras. —

Se tiene un excelente desarrollo de la resolucién del célculo matricial en /Draper,81].
Algunos algoritmos para la resolucién del andlisis multicomponente son los descritos en

[Blanco,87B] y [Sala,88].

Cuando se sospecha la existencia de efectos matriz, y no se dispone de sensores

especificos, los métodos de calibracién descritos son inadecuados. El método de adicion
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estandar generalizado, GSAM, propuesto por Saxberg y Kowalsky en 1979 (/Saxberg, 79]), une

los beneficios del método de adicién estandar y de la calibracién multivariada.

En el procedimiento de cdlculo para el modelo lineal (el mas sencillo, y generalmente
el mas utilizado), el vector de respuestas que contiene nXp elementos, después de n
adiciones de patrén que contiene de 1 a 7 especies a las concentraciones dadas por el vector
C..., vendra dado por la siguiente ecuacién matricial:

Rn,p = Cn,r Kr,p v (23)
siendo R la matriz correspondiente a los vectores respuesta para las » adiciones, y cuyo valor
es conocido, la matriz C es desconocida, ya que las concentraciones de analitos en los
patrones durante el proceso de adicién son desconocidas, puesto que no se conoce la

~ concentracioén en la muestra, y por lo tanto es conveniente desglosarla en estas dos matrices:
C = AC + C, (24

donde AC es la matriz correspondiente a las adiciones, y por tanto conocida, y C, la
correspondiente a las concentraciones a determinar. Esta tiltima matriz estard constituida por

n filas idénticas. Si asumimos que K es constante en todo el intervalo de concentraciones,

podemos escribir:
R=ACK + C,K = AR + R, 25)

El rango de la matriz R debe ser igual a p para que ninguna de las sefiales analiticas
sea combinacion lineal de las restantes. Si el niimero de adiciones 7 es mayor que el nimero
de analitos 7, aplicando el método de minimos cuadrados obtendremos la matriz K que

describe las interferencias existentes y el efecto matriz:
K = (ACT AC)" ACT AR _ - (26)

Esta matriz puede tener componentes cuyo valor sea nulo, lo que indicaria que el
componente en cuestién no interferira la sefial del analito correspondiente. K es una matriz
r X p, para que tenga inversa serd necesario que r sea igual a p. Teniendo en cuenta esta

consideracion, la matriz de concentraciones desconocidas C, vendra dada por la expresion:
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CO0= ROKT (K K1'1 (27)

Examinando los resultados de cada fila se puede determinar la bondad del ajuste, ya

que las filas deben de ser idénticas.

Los autores también han generalizado el método para funciones de forma arbitraria.
En la tabla | se expresa el numero de medidas requeridas en funcion del numero de
componentes y la complejidad de la funcion calibrado. A medida que aumentan el numero
de componentes y la complejidad del modelo, aumentan también el nimero de medidas

necesarias, es decir, el nUmero de adiciones.

nimero minimo de medidas
P=r-
2 3 4 5 10
lineal p + pr 6 12 20 30 110
cuadratico p + pr + pr(r+l)/2 12 30 60 105 660

cibico P + Pr+ pr(r+l)/2 + 22 72 180 380 4510
+ pr(r+l)x(2r+l)/6

modelo formula

Tabla I: Numero de medidas necesario para la aplicacion del método de adicion estandar generalizado.

Kowalsky et al. (jJochum,s8i]) estudian los factores de los que depende la exactitud en

la determinacion de la matriz CO:

La exactitud de cada respuesta.

La precision en la manipulacion de los patrones.

La exactitud con la que la matriz K describa las interferencias existentes.

El disefio experimental de las adiciones.

Errores en los algoritmos matematicos utilizados.

El método inicialmente se desarrollé6 para corregir efectos matriz e interferencias
directas, y con este propdsito se ha aplicado en espectrofotometria, espectrometria de emision
atomica con fuente de plasma acoplada por autoinduccién, potenciometria empleando
electrodos selectivos y voltametria de redisolucion anddica. Se ha aplicado también para
detectar y corregir interferencias que no son debidas a especies quimicas en la muestra, es

decir,interferencias debidas a la deriva instrumental. Kalivas (jKaiivas,83j) ha aplicado el
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método a la resolucién espectrofotométrica de una mezcla de cuatro componentes, utilizando

sistemas sobreestimados, ampliando con ello las posibilidades del método.

Dentro de los procedimientos de anélisis de multicomponentes que utilizan algoritmos
iterativos o recursivos cabe diferenciar dos metodologias muy diferentes entre si:
1. Procedimientos basados en el algoritmo SIMPLEX

2. Procedimientos basados en el filtro dc Kalmaﬁ

En ambos casos se asume una relacion lineal de la absorbancia con la concentracién

del tipo

A = Ekij XC, + ¢ , (28)

El SIMPLEX es un procedimiento de optimizacién muy utilizado en diversos campos -
de la Quimica. En el caso del andlisis de multicomponentes la funcién que se minimiza es:

U= g(A1 - X k; XC )2 | | | (29)

j=1

Los valores de k;; se obtienen a partir de los espectros de disoluciones estdndar de cada
componente y, a partir de estos espectros estindar, el SIMPLEX calcula los valores de G
que minimizan la funcién U. Se tiene una descripcién del método SIMPLEX en [Cerda,88],

y algunas aplicaciones en /Beebe, 88;Sala, 88; Wilk,89; Blanco, 92].

El filtro de Kalman es un procedimiento de filtrado de sefiales, desarrollado por
Kalman /Kaiman,60], bien conocido desde hace treinta afios en el campo de la ingenieria y. cuya
aplicaci6n a la Quimica Analitica ha cobrado gran interés en los dltimos afios /Brown,86]. Ha
sido aplicado al andlisis de multicomponentes y, recientemente, se ha implementado el
software de un espectrofotémetro comercial UV-Vis con un programa de multicomponentes

basado en su algoritmo.
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Esencialmente se puede describir como un algoritmo recursivo de minimos cuadrados,
en el que se introducen factores de peso estadistico con respecto al ruido de la sefial. Sus
hipétesis fundamentales de partida son el cumplimiento de la ley de Beer y que el ruido sea

independiente de los otros parametros y tenga un valor medio cero.

Recientemente se ha descrito una modificacién del algoritmo, denominada filtro de

Kalman ajustable (Adaptive Kalman Filtering) [Rutan,91].

La ecuacién fundamental de la que se deriva es: -

C@ = [K'G) R KOI™ K'G) R™() AG) Y

donde C()) es la estimacién de las concentraciones de i medidas y R es una matriz

diagonal cuyos elementos estin asociados al error (ejz). Para evitar la operacion de invertir

matrices, el filtro de Kalman resuelve este sistema siguiendo un procedimiento recursivo.

Si llamamos P()) = [K'()) R K(})]" , donde P(i) es una matriz de dimensiones
nXn, tenemos,

~ | ¢ = PG) K'G) R7G) AG) @1)

Si afiadimos una nueva observacion, la nueva estimacién de las concentraciones serd

C@+1) = P(i+1) K'(i+1) R™(+1) A(i+1) 32)

La idea bésica de los procedimientos recursivos es que:

nueva estimacion = antigua estimaciéon + correccién
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Aplicando este concepto a las ecuaciones anteriores y al andlisis de multicomponentes,

tenemos
C'(i+i) = CG) + g(i+1) x[A@+1) - K'(i+1) xC@)] , (33)

donde A(i+1) es la absorbancia de la lonéitud de onda i+1; K'(i+1)XC(i) es el valor
estimado de A(i+i) a partir de los valores de concentracién C(i); g(i+1) es el factor de
ganancia de Kalman y es una estimacién de la informacioén adicional suministrada por la
longitud de onda (i+1). Se calcula segiin: ’

o P@) xK(@i+1) 34
8¢+1) R(+1) + K'(i+1) XP()xK(i+1) >

donde R(i+1) es el coeficiente de peso por el error a la longitud de onda (i+1), y

P(i+1) = [1-g(i+1) K'(i+1) ] P() [1-g(i+1) K'(i+1) ] ¢ + g(i+1) R(i+1) g'(i+1) (35)

La matriz de calibracién KX se construye a partir de los espectros estindar de cada
componente.

Para poder empezar el célculo se necesitan unos valores iniciales de C y del ruido
instrumental. Normalmente se inicia con las concentraciones igualadas a cero, R(0) = g, y
P(0) = o In, donde o/’ es la varianza del ruido del blanco, medida experimentalmente, e
In es la matriz identidad de orden n. Esta aproximacién supone que la varianza es constante
e independiente del valor de la absorbancia, lo que no ocurre normalmente. Otra aproxima-
cién propuesta es R(i)=0,’(1+10A())

A partir de los valores iniciales (i=0) y utilizando el valor de la absorbancia de la
primera longitud de onda del intervalo considerado, se calcula el primer valor de g(i), de P(i)
y la primera estimacién de las concentraciones C(i). Este proceso se sigue iterativamente para

todas las longitudes de onda.

Las ventajas que més frecuentemente se asocian a la utilizacién del filtro de Kalman

son la eliminacién del ruido experimental, 1a no inversién de matrices, rapidez de calculo y

31



1.-INTRODUCCION

bajos requerimientos de memoria computacional. Se ha descrito un algoritmo en /Brown,86]

y algunas aplicaciones en [Rutan,88; Lavagnini,90; Gauglitz,92; Pérez,93; Quencer,93; Zhang,93].
1.2.2.- INTERFERENTE(S) MODELADO(S).

Cuando existe multicolinealidad, se debe optar por modelos de calibracién que utilicen
métodos de reduccién de datos, como es el caso de la regresién en componentes principales,
PCR, y la regresién parcial por minimos cuadrados, PLS. Ambos métodos permiten utilizaf
un gran nimero de medidas experimentales simultineamente, y se basan en la transformacion
de las variables originales en un niimero menor de otras, combinacién lineal de éstas, y cuya

' propiedad principal es que no estin correlacionadas entre si /Kowalski,87; Bellaterra,90].

PCR descompone la matriz sefial analitica, X, en un producto de una matriz de
scores, S, y una matriz de loadings, L. La matriz de scores (m columnas) representa los
espectros en un espacio de m dimensiones, en lugar de las originales p dimensiones (m<p),

conservando toda la varianza significativa de los datos.

Todos los n espectros se representan como # puntos en un espacio de p dimensiones.
Si no tienen nada en comin los unos con los otros, los 7 puntos estardn dispersos en el
espacid. Si los n espectros estdn relacionados (por ejemplo espectros de mezclas de dos
.componentes en distintas proporciones), los n puntos estarin agrupados en subespacios de
dimensién menor. Generalmente la dimensionalidad de los datos es igual al nimero de

componentes en la mezcla.

El problema es cémo determinar el nmimero de dimensiones, cémo hallar que los.
puntos del espacio de p dimensiones estaran finalmente localizados en una linea (1
dimensién), un plano (2 dimensiones), un cubo (3 dimensiones) o una hiperesfera de mayor

dimensioén. Esto es lo que hace precisamente PCR.

Existen diversos algoritmos de cédlculo. Uno muy conocido es el algoritmo de
NIPALS [woid,87). Este comienza tomando cualquier vector en el espacio de p dimensiones
(una fila de la matriz) que rota a través del origen y busca la posicién que ajusta mejor con

la direccién principal de los datos. Por rotacion del eje L,, y después de proyectar los puntos
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en este eje, se puéde calcular la varianza de los puntos proyectados. Habra un angulo para
el cual la varianza sea méxima. El vector L, es entonces el primer componente principal. El
primer componente principal es un vector en el espacio de p dimensiones que tiene como
caracteristica el describir lo mejor posible la direccién principal de los puntos. Este vector

se define por sus coordenadas, llamadas loadings (1).

Proyectando los puntos (objetos) del espacio de p dimensiones en este vector, se halla
una nueva coordenada para los puntos con respecto al vector del primer componente
principal. Estas coordenadas se llaman scores (s). Estos scores representan a los objetos (filas

de la tabla de datos) en una sola direccion.

Mateméticamente el producto del vector columna de los scores por el vector fila de

los loadings proporciona una tabla de datos del mismo tamafio que la original:
R = sl - (36)
donde R, seré distinto del original R, pero s y 1 forman la mejor reproduccién posible de
R como producto de dos v_ectores fila y columna. Esto equivale a decir que s est4 colocado

en la direccion de mdxima variacién de los objetos en el espacio de las variables.

En un segundo paso, se puede calcular un segundo vector de loading (y su
correspondiente vector de scores). Para conseguir que este segundo vector de loading no esté
correlacionado con el primero es necesario que sean ortogonales entre si. Geométricamente,
‘para calcular el segundo vector de loading se toma un vector ortogonal al primero y se gira

alrededor del origen hasta que se halla la direccién de méxima varianza entre los objetos.

El nimero de componentes m representa el mimero de fuentes de variacién en el

espectro, p. €j. nimero de analitos, nimero de interferencias y la variacién debida a efectos

de matriz:
Cor = Som Kyt @37
queda una ecuacién similar a la clasica de MLR. K puede calcularse por regresion:
‘ K =(STS)'STC o 38)

La concentracién de los analitos en una muestra desconocida es calculada a partir del

espectro de la muestra r, de la siguiente manera:
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Se calculan los scores del espectro problema, s,, en el espacio de los loadings, L, de
los patrones usados en el calibrado, s, = r, LT. Las concentraciones de los 7 analitos se

calculan a partir de la relacién existente entre los scores y la concentracién ¢, = s, K.

El calibrado mediante PCR requiere que el niimero de muestras empleadas sea mayor
o igual que el nimero de analitos (#>r). El nimero de longitudes de onda debe ser como
minimo igual al mimero de analitos, pero escoger un nimero superior no tiene ningin efecto
en el nimero de patrones empleados. Otra ventaja de PCR sobre otros métodos de calibrado
es que no necesita conocer los espectros de los analitos ni tampoco saber previzimentc el
nimero de compuestos que contribuyen a la sefial ni el tipo y concentracién de interferencias,

aunque si es necesario que estén representadas en los patrones de calibracion.

Un método derivado de PCR es la regresion parcial por minimos cuadrados, PLS. Sus

principios bésicos fueron enunciados por Wold [Woid, 66].

PCR consta de dos pasos independientes: primero la matriz R se descompone en un
producto S L, y después S se correlaciona con C. Sin embargo PLS calcula los vectores de
loading de R de una forma algo distinta. El primer vector de loading esti situado en el

espacio de p dimensiones de tal manera que el correspondiente vector de scores predice C

de la mejor manera posible.

El método PLS utiliza las columnas de la matriz C para estimar los loadings de R.
Al mismo tiempo, las columnas de R se utilizan para estimar los loadings de C. Asi:
R=S L +E, : (39)
— C=S.L.+E, 40)
donde R es la matriz (nXp) de las medidas; C es la matriz (nXr) de las concentraciones; L,
es la matriz (mXp) de los loadings de la matriz R segiin PLS; L, es la matriz (m xr) de los
laodings de la matriz C segtin PLS; S, y S, son matrices (nXm) de scores. Las matrices E,

y E. son los errores asociados al realizar el modelo de Ry C.

Los scores S, no son Optimos para estimar las columnas de R como en el caso de
PCR, sino que han sufrido una cierta rotacion para describir también, y simultdneamente, la

matriz C.
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Si las fuentes de variacién en R y C son idénticas, S, serd igual a S.. Sin embargo,
en la mayoria de situaciones se halla la relacién:
s, =fs, +e @1)

donde f es la llamada "relacién interna".

Para hallar la concentracién de analitos de una muestra desconocida, se sigue el
siguiente mecanismo: del espectro de la muestra r, se calcula (s,), usando la matriz de
loadings L., calculada a partir de los espectros del juego de patrones R. A partir de (s,), rse
calcula (s)),, usando la relacién interna, f. A partir de aqui se calcula ¢, utilizando L,,

' calculada a partir de los patrones.

El nimero 6ptimo m de componentes principales (PCR) o factores (PLS) se halla
generalmente utilizando un criterio de cross-validation: buscar el minimo de la representacion
de la suma de cuadrados en predicciéon, PRESS, frente al nimero de factores. PRESS se
define como:

PRESS(m) = ¥ (3, - 9y @)

i=1

donde J,, es el valor estimado para el objeto i-ésimo con una regresion sobre m

componentes en la que ha sido excluido precisamente el objeto i-ésimo. Este criterio tiende
a sobreajustar el modelo, por lo que se han descrito procedimientos basados en el estadistico

F de Snedecor [Haaland, 88].

En general, PLS proporciona mejores resultados que PCR, como pone de manifiesto
1a bibliografia referente al tema, que en la actualidad es abundante [Marbach,92;Jong,93;Du-

puy,94].
1.2.3.- INTERFERENTE(S) DESCONOCIDO(S).

Los métodos espectroscopicos para detectar la presencia de interferencias suele
basarse en la comparacién del espectro de la muestra con el de una disolucién de referencia

de la sustancia a analizar. Cuando la interferencia presente en la determinacién del analito
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es de naturaleza irrelevante, la representacién del valor de la sefial analitica frente a la
longitud de onda sélo puede utilizarse para detectar pequefias distorsiones en el registro si
las concentraciones de analito en la muestra y en la disolucion de referencia son iguales. En
este sentido, la representacion del log(4) frente a la longitud de onda se demuestra superior,
puesto que.dos graficos de log(4) vs A a dos concentraciones distintas de la misma sustancia
son completamente superponibles. El 4rea de dichas funciones puede utilizarse como medida
cuantitativa de la distorsién de dicho registro. Stearns /stearns,50] define el "indice de

impureza" como la siguiente diferencia:

indice de impureza = |2 | - |ZEL @3)

~donde los subindices S, R, Iy 2 se refieren a la muestra, a la disolucién de referencia del
analito, y a las longitudes de onda A, y A, respectivamente. Generalmente A\, y \, se

seleccionan en el minimo y en el méximo de la curva de absorcidn.

En contraste con el indice de impureza, que implica una diferencia entre cocientes de

absorbancia, White /White,62] define el "fndice de pureza espectrofotométrico” como:

r 3

o
@

N

i
[§)

indice de pureza espectrofotométrico = 44

»

LN
X
L

-ﬁ,’k

Los cocientes de coeficientes de funcién ortogonal fueron descritos por Agwu
[A4gwu,67], y se muestran superiores a los anteriormente descritos en dos aspectos: se basan
en mayor informacion de la forma de la curva y son més robustos para detectar distorsiones

en cualquier longitud de onda medida.

Wahbi [Wanbi, 76] desarrollé un método para detectar interferencias calculando un

coeficiente de funcién ortogonal no normalizado, a partir de una serie de representaciones
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de log(A4) a intervalos igualmente espaciados de longitud de onda. Estos coeficientes se

deswvian significativamente cuando existe una absorcion irrelevante en la muestra.

El método de compensacion [Jones,51] €s un método no matematico, muy ftil en la
préictica a pesar de necesitar de una decision personal. La absorcion irrelevante se asume que
posee la forma més simple posible, y ninguna de las caracteristicas del compuesto puro.

Wahbi [Wahbi, 897 realiz6 un programa para automatizar la obtencion de dichas curvas.

La necesidad de corregir la absorcién irrelevante lineal ha desarrollado un gran
nimero de ecuaciones y técnicas graficas, entre las que se puede citar [Wright,41; Banes,46;

Mulder,63].

Si la absorbancia irrelevante es una funcién constante independiente de la longitud de
onda, la primera derivada de la absorbancia eliminard autométicamente dicho efecto.
O’Haver [0’Haver, 79B] realizd un estudio sobre las técnicas derivativas y de modulacion de la
longitud de onda. En dicho trabajo se destaca el hecho de que aunque el proceso de
diferenciacién generalmente ofrece mayor selectividad que la espectrofotometria normal, o
espectroscopia derivada de orden cero [Leviallin,86], €l proceso de diferenciacion degrada el
cociente sefial/ruido, SNR, y aunque dicha degradacién depende de varias variables
experimentales, en la practica se observa un factor de degradacion de dos por cada orden de
diferenciaciéh.

)

‘La obtencién de los espectros derivados puede realizarse de varias formas, aunque la
suavizacion y diferenciacién numérica de los espectros se realiza habitualmente por la técnica
descrita por Savitsky y Golay [Savitsky,64], corregida por [Steinier, 72; Madden,78]. En [Sdnchez, 87]
se realiza una revisién bibliografica sobre el tema, incluyendo asimismo algunas aplicaciones

practicas, siendo los ultimos articulos publicados sobre €l tema [Bialkowski,89; Gorry,90].

En ausencia de un buen conocimiento de la naturaleza de la forma exacta de la curva
de absorcién irrelevante, Wahbi /Wahbi, 86/ propuso dos esquemas de trabajo para obtener
informacion sobre la curva de absorcién usando la primera derivada de los espectros de

absorcion.
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El método denominado "Generalized Rank Annhilation Factor Analysis" [Sanchez,86],
que utiliza sensores bilineales de segundo orden, ha sido propuesto para la determinacién de
analitos en presencia de interferentes desconocidos. En 1987, Kowalski et al [Sdnchez, 87B]
~ afirmaron que era el tnico método que permitia el andlisis cuantitativo de un analito en
presencia de interferentes desconocidos. Este método ha sido aplicado a la fluorescencia de
excitacion-emisidn, cromatografia liquidzi-UV y cromatografia de capa fina-espectrofotometria
de reflectancia. Cualquier matriz bilineal M puede ser expresada como una combinacién

lineal de n espectros bilineales p, correspondientes a # componentes puros:

M =36 u @)

k=1

donde g, = X, Y5’ ¥ (uy) = Xz Yu siendo x, los vectores columna con informaci6n de un
orden, p. €j. espectros de excitacion, e y,” los vectores fila con informaci6n en el segundo
orden, p. ej. espectros de emision. Si p; corresponde a concentracién unidad, B, es la
concentracion del componente k-ésimo en M. En notacién matricial: '

| M=X8Y | 46)
donde X es una matriz cuyas columnas son los n x, vectores, Y’ es una matriz cuyas filas
son los n y,” vectores, y 8 es una matriz diagonal cuyos elementos diagonales corresponden

a las concentraciones .

. En general se dispondra de dos matrices de datos, la matriz de datos M de la muestra

desconocida, y la matriz de calibracién N:

N=X¢§{Y @7
siendo £ la matriz.diagonal de los patrones de calibracién. Operando se llega a:
NZB=MZ¢ 48)

siendo Z = (Y?)* es la pseudoinversa de la matriz Y.

Conociendo M, N y £ se debe calcular Z y 8. La solucién de dicha ecuacién depende

de las distintas situaciones que se pueden presentar:
1.- N tiene un Unico componente que estd también presente en M. -
2.- N tiene varios componentes que son un subconjunto de los presentes en M.

3.- Los componentes de M son un subconjunto de los presentes en N.
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4.- El caso mis general, cuando hay componentes de la muestra que no estin

incluidos en el calibrado y viceversa.

La calidad de los datos obtenidos por este método es funcién de varios factores. Los
mas importantes son: nivel de ruido, niimero de componentes que presentan sefiales analiticas
solapadas, igualdad de las relaciones de concentracion de los diferentes analitos, resolucion
de las distintas sefiales analiticas, y el prdpio hecho de necesitar datos bi_lineales, puesto que
no todas las técnicas bidimensionales producen datos de este tipo. Estos se definen como
' datos bidimensionales donde la contribucién de cada componente quimico a los datos puede

ser expresado como un producto externo de dos vectores.

El filtro de Kalman ajustable /Ruten,91] ha sido utilizado en la determinacién por
espectrofotometria UV-visible de un analito en presencia de un interferente desconocido en
una mezcla binaria. La principal limitacién del método es que debe existir alguna zona del

espectro donde no solapen ambos componentes.
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mscmnoNSsSmMmmM EL
OMETWm

Del examen de la bibliografia consultada, se puede derivar que la obtencién de la
concentracion de analito exenta de error sistematico en una muestra compleja es un tema en
amplio debate y que requiere de nuevas investigaciones. En esta direccion ha trabajado este
equipo investigador, proponiendo en 1986 una modificacion del método de adicién estandar,

que se ha denominado método de adicion estandar del punto H (HPSAM).

Inicialmente fue propuesto para la resolucion de mezcla binarias [Bosch,88;90;Cam-
pins,90] en sistemas en estatico, y donde el interferente era conocido, en ausencia 6 presencia
de blanco total de Youden, TYB. El método transforma el error incorregible debido a la
presencia de un interferente directo en un error de tipo constante corregible. En un primer
momento se utilizaron valores de absorbancia como sefales analiticas, resolviendo mezclas
binarias de compuestos con espectros de absorcion marcadamente superpuestos, o incluso con

maximos de absorcidon coincidentes.

Las bases desarrolladas para sistemas en estatico se ampliaron a sistemas dinamicos,
tanto cinéticos [Bosch,9i] como cromatograficos [Campins,92;92B], con una variable adicional,
4| tiempo. La metodologia cinética permite resolver situaciones donde la reaccion del analito
es mucho mas rapida que la del interferente (o ésta no tiene lugar), o cuando ambos
compuestos evolucionen con el tiempo de forma similar. Su aplicaciéon a la resolucién de
picos cromatograficos superpuestos permite resolver el analito utilizando valores de
absorbancia (altura de pico) a su tiempo de retencioén. El interferente puede ser resuelto
simultaneamente si su tiempo de retencion coincide con el del analito. EI método fue
comparado con otros métodos quimiométricos utilizados en cromatografia como el método
de supresion de picos o el de la segunda derivada, aportando mejores resultados en la

mayoria de casos ensayados.

Esta memoria de investigacién esta dirigido al estudio, puesta a punto y comprobacion

de métodos analiticos generales que hagan factible la determinacion de una especie(s) en
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presencia de interferentes, cubriendo dos aspectos. Uno primero dedicado al estudio teérico
de las bases del método y requisitos necesarios para su aplicacion en diferentes situaciones
y para resolver distintos prbblemas, y un segundo que se puede calificar como préctico,
puesto que resuelve problemas analiticos dificiles de abordar. Por lo que el trabajo planteado
retine a la vez una dimension teérica que beneficia al campo tedrico de lo que se entiende
por Quimica Analitica, y también una dimensién préctica, puesto que resuelve problemas
concretos dentro del andlisis quimico, concretamente en la determinacién de fenoles y

“anfetaminas.

El objetivo ultimo de la investigacién que se plantea, que seria general en relacion
con los autores que estudian acerca de la exactitud de los procedimientos analiticos, seria
poder plantear o desarrollar un método capaz de determinar la concentracién de un analito
independientemente de la muestra en la que se encontrara sin ningin tipo de restriccién. Este
objetivo es muy ambicioso puesto que éste es un problema analitico tan viejo como la
disciplina y qﬁe todavia no tiene solucién. Siempre existen restricciones en todas las
‘soluciones parciales planteadas tal como se puede derivar del estudio de la seccién de

introduccién, y hay que tender a disminuirlas.

El problema a resolver es de gran trascendencia, puesto que su resoluci6n
simplificaria de una forma total la determinacién de un analito en presencia de interferentes
‘desconocidos, simplificando sensiblemente toda la metodologia analitica al respecto. En esta
linea nos movemos como se puede observar en el guién de esta memoria, que trata de

visualizar los distintos pasos que hemos seguido hasta situarnos en el punto en el que

estamos.

En primer lugar se ha adaptado el método aplicando incrementos de absorbancia,
mostrindose particularmente 1til en las determinaciones analiticas que utilizan un blanco
absorbente, mejorando los resultados obtenidos por la metodologia tradicional de medida
frente al blanco reactivo. Se ha adaptado el HPSAM a la espe}ctroﬂuorimetri.a molecular, |
tanto en medidas de emisién como sincrénicas y a cromatografia liquida con deteccién UV-V
y fluorimétrica, empleando como sefiales analiticas dreas ampliando con ello sus posibilidades
en esta técnica de separacién. La aplicacién prictica desarrollada se ha centrado en la _

determinacién de fenoles en aguas naturales. Los fenoles se emplean como insecticidas,
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fungicidas, antisépticos y desinfectantes, siendo su uso mundial elevado. Este amplio uso,
y suis caracteristicas toxicas, justifican que su identificacién y posterior determinacién en

aguas sean fundamentales para la salud piblica.

Posteriormente se han desarrollado las bases para la resolucién de mezclas ternarias
utilizando valores de absorbancia, obteniéndose resultados comparables a la calibracion

multivariada. También se ha propuesto el HPSAM con doble adicion.

" Por iltimo sefialar que el método se ha aplicado a la determinacién’ de analito en-
presencia de interferentes desconocidos. Los primeros intentos han sido resueltos con éxito.
La primera aproximacién fue determinar el analito en presencia de un interferente
desconocido cuya absorbancia pudiera ser descrita de manera lineal en el maximo de
absorcion del analito. El método demostré ser capaz de cuantificar libre de error sistematico
al analito en dicha situacién, y ademés se han propuesto dos métodos para reconocer en una
muestra desconocida cuando se produce dicho comportamiento para el interferente
desconocido. Su aplicacién a la determinacién de fenol en el medicamento Fungusol ®donde
existe una absorbancia irrelevante desconocida demostré que era superior a metodologias
propuestas para resolver dichas interferencias. Por dltimo indicar que se han desarrollado sus
bases para localizar intervalos lineales para el interferente desconocido en cualquier zona del
espectro, lo que ha dado lugar al método de adicién estdndar generalizado del punto H,
GHPSAM. Este método permite eliminar la interferencia de la orina en la determinacién de

4

anfetamina.

La metodologia general a seguir esta establecida e implica las siguientes etapas:
partiendo de los supuestos tedricos establecidos para cada caso, el siguiente paso es su
comprobacién. Para ello se preparan muestras sintéticas de comportamiento y naturaleza
conocidas, y elegidas de acuerdo con la dificultad que supone la separacién de los
compuestos de la muestra, para posteriormente trasladar el procedimiento a la determinacién

de las especies estudiadas en muestras reales.

La presente memoria se ha desarrollado en base a un proyecto que fue el objeto de
la concesion a D. Jorge Verdi Andrés de una beca predoctoral pafa la formacién de personal

investigador de la Conselleria d’Educacié i Ciéncia de la Generalitat Valenciana.
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2.-DISCUSION SOBRE EL ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y OBJETIVOS

Los trabajos cientificos sobre et HPSAM se pueden esquematizar de la siguiente

forma:

MUESTRAS CON INTERFERENTES CONOCIDOS:

Mezclas binarias:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

“TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:

TITULO:

REVISTA:
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H-Point Standard Additions Method: 1.- Fundamentals and Applications to
Analytical Spectroscopy”
Analyst, 113 (1988) 1011 (Reino Umdo)

"H-Point Standard Additions Method"
Analyst, 115 (1990) 111 (Reino unido)

"Spectrophotometric analysis of mixtures of two components with extensively
or completely overlapped spectra by the HPSAM"
Fresenius J. Anal. Chem., 338 (1990) 16 (Alemania)

"Amphetamine and methamphetamine determination in urine with sodium 1,2-
Naphthoquinone sulphonate using the H-Point standard additions method"
Anal. Chim. Acta, 287 (1994) 41 (Paises Bajos)

(*) "Application of the HPSAM by using absorbance increments values as
analytical signals"
Talanta, 39 (1992) 1 (Reino Unido)

(*) "Development of the H-Point Standard Additions Method for the use of
Spectrofluorimetry and Synchronous Spectrofluorimetry”
Analyst, 119 (1994) 2123 (Reino Unido) -

(*) "H-Point Standard Additions Method (HPSAM) for resolution of binary
mixtures with simultaneous addition of both analites”
Anal. Chim. Acta (en revision)

"Development of the H-Point Standard Addition Method for the UV-V
spectroscopic Kinetic analysis of two component systems"
Anal. Chem., 63 (1991) 2424 (Estados Unidos)

"Development of the HPSAM for coupled HPLC/UV-V"
Anal. Chim. Acta, 257 (1992) 89 (Paises Bajos)

"Determination of teophiline and paraxanthine in urine 'samples by HPLC
using the HPSAM method"
Anal. Chim. Acta, 268 (1992) 73 (Paises Bajos)



2.-DISCUSION SOBRE EL ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y OBJETIVOS

TITULO: (*) "H-Point Standard Additions Method (HPSAM) for resolution of
overlapping chromatographic peaks with diode array detection by using area
measurements. Determination of phenol and cresols in waters”

REVISTA: Enviado.

TITULO: (*) "H-Point Standard Additions Method (HPSAM) for resolutlon of
overlapped chromatographlc peaks with fluorescence detection. Determination
of phenol and cresols in waters”

REVISTA: Enviado.

- Determinaciones analfticas que utilizan blancos reactivos.

TITULO: (*) "Evaluation and elimination of the "blank bias error" using the H-Point
standard additino method. Application to spectrophotometric determinations

using absorbent blank"
REVISTA: Anal. Chim. Acta, 270 (1992) 253 (Paises Bajos)

TITULO: (*) "Study of the behaviour of the absorbent blanks in analytical procedures

by using the H-Point standard additions method (HPSAM)"
REVISTA: Talanta, 41 (1994) 39 (Reino Unido)

Mezclas ternarias.
TITULO: (*) "H-Point standard additions method (HPSAM) for analyte determinations

in ternary mixtures"
REVISTA:  Analyst, 120 (1995) 229 (Reino Unido)

MUESTRAS CON INTERFERENTES DESCONOCIDOS

Interferente lineal en el mdximo del analito.

TiTULO: (*) "Development of the H-Point standard additions method for analyte
determinations in unknown matrix. Location of linear matrix spectral interval"
REVISTA:  Anal. Chim. Acta, 283 (1993) 831 (Paises Bajos)

TiTULO: (*) "Elimination of the Unknown Irrelevant Matrix Absorbance by Using the
H-Point Standard Additions Method (HPSAM)"
REVISTA: Talanta, 41 (1994) 1569 (Reino Unido)
Interferente lineal en cualquier zona del espectro.
TiTULO: (*) "Generalized H-point standard additions method (GHPSAM) for analyte

determinations in unknown samples”
REVISTA:  Anal. Chim. Acta, 302 (1995) 323 (Paises Bajos)
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2.-DISCUSION SOBRE EL ESTADO ACTUAL DEL TEMA Y OBJETIVOS

La presente memoria se ha reflejado en loa articulos resefiados con (*). .
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3.- REACTIVOS E INSTRUMENTOS

Jo- EEACTWm E ENSmUMENWS

3.1 REACTIVOS.

indigo Carmin (Fluka)

Azul de timol (Fiuka)

Arsenazo Il (BDH Chemicals)

Rojo de metilo (D’Hemio)

Rojo congo (Riedel-de Haén AG)

Acido clorhidrico, 23° Be (Probus)

Hidroxido sdédico, 97% (Probus)

Fenol (Merck)

o0-Cresol (Merck)

m-cresol

p-cresol

Acetonitrilo (para CLAR, Scharlau)

Metanol (para CLAR, Scharlau)

Acido fosférico

NaCl (Probus)

Albumina de suero bovino, Mr = 67000 (Fluka)

Reactivo de Biuret: 8.65 g. de CuS04-5H2) (Probus), 86.5 g. de citrato sddico
tribasico (Panreac) y 50 g. de NaC03anhidro (Probus) en 500 mL.

Th(N034 (Merck)

Torén (BDH Chemicals)

Mg(N032 (Probus)

Amarillo de Titano (Riedel-de Haén AG)

Alcohol polivinilico, 40-46 centipoises, hidrolizado 87-89 % (Probus)

Clorhidrato de hidroxilamina (Probus)

¢ll-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)

¢/-clorhidrato de metanfetamina (Sigma)

¢l-sulfato de anfetamina (Sigma)
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3.- REACTIVOS E INSTRUMENTOS

1,2-naftoquinona-4-sulfonato sédico (Sigma)
n-hexano (para CLAR, Scharlau)
Dihidrogenofostato de sodio monohidrato (Merck)
Monohidrbgenofosfato de sodio dodecahidrato (Probus)
4-clorofenol (Aldrich) _

~ 3,4-diclorofenol (Aldrich)
Fungusol ® (Laboratorios Andreu)
4-cloro-3-metilfenol (Aldrich)
2,4-diclorofenol (Aldrich)
4-cloro-2-nitrofenol (Aldrich)
2,4 ,6-triclorofenol (Aldrich)

Los reactivos y el material volumétrico utilizado son de calidad r.a. y clase A.,

respectivamente.

3.2- INSTRUMENTOS.

Espectrofotémctré de doble haz Shimadzu UV-240, y unidad de programa OPI-2, que

imprime los valores de absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas.

. Espectrofotémetro de doble haz Perkin-Elmer Lambda 16, conectado a un ordenador
Ataio S-2000 AT.

Espectrofotémetro de fila de diodos Hewlett-Packard HP8452, conectado a un
ordenador HP Vectra ES/12.

Espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50, equipado de l4mpara de xenon (equivalente
a 20kW durante una duracién de 8 us), una exactitud de +1.0 nm. y una reproducibilidad
de +0.5 nm. Conectado a un ordenador Epson PC AX2, controlado por el software FLDM
(Perkin Elmer). |

Espectrofluorimetro Hitachi F-4500, con una velocidad de barrido de 30000 nm/min.
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3.- REACTIVOS E INSTRUMENTOS

Baiio termostatador Lauda RM 20.

Cubetas de cuarzo, de dos (espectrofotometria) y cuatro caras (espectrofluorimetria),

de 1 cm. de camino 6ptico.

Cromatdgrafo liquido Hewlett-Packard 1040A, equipado con un detector de fila de

diodos Hewlett-Packard 1040M serie II conectado con el sistema de almacenamineto y

cuaternaria y un inyector automético (Hewlett-Packard serie 1050).

La columna analitica utilizada fue una HP-Lichrospher 100 RP-18 (5 um, 250 mm x4

mm d.i.).
Columnas de extracciéon en fase sélida Bond Elut C18 (500 mg, Analytichem
International), Bond Elut CH (500 mg, Analytichem International) e Isolute C18EC (500 mg,

International Sorbent Technology).

Estacién de procesado de muestras Vac Master-10 (International Sorbent Technology).
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4.- METODO DE ADICION ESTANDAR
DEL PUNTO H: FUNDAMENTOS
TEORICOS Y APLICACIONES






4.1.- RESOLUCION DE MUESTRAS CON
INTERFERENTES CONOCIDOS
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS.

El método desarrollado para la resolucion de mezclas binarias dentro del campo de
la espectroscopia utiliza como sefales analiticas las obtenidas a dos longitudes de onda
seleccionadas de forma que la especie interferente presente en ambas la misma absorbancia
(espectrofotometria) o bien la misma intensidad de fluorescencia de emisién sincrénica
(espectrofluorimetria). La distinta naturaleza de la sefial analitica en ambos casos no afecta
los fundamentos del método, siempre que se cumpla una relacion lineal entre la sefal
analitica medida y la concentracion de analito presente. Representando la sefal analitica
frente a la concentracién afiadida de analito, de manera analoga a como se opera en el
método de adicion estandar, se obtienen dos lineas rectas que tienen un punto en comun, el
Punto H, de coordenadas (~CH AH (figura 9), donde CHes la concentracion desconocida de
analito en la muestra, y AHes la sefial analitica debida al interferente (y al Blanco Total de
Youden, TYB, si esta presente). A partir de este valor, si se dispone de una recta de

calibrado del interferente, puede estimarse la concentracion de dicha especie en la muestra.

<D ;-E
»e D
<D "O
AA
(0,0) Conc. afadida de analito, C

Figura 9: Representacion del Método de Adicién Estandar del Punto H.



4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

Dicha metodologia puede simplificarse usando una tinica recta de calibrado, cuando
dnicamente se desea conocer la concentracién de analito o solamente se dispone del espectro
global de la matriz de la muestra. En este caso se representa el incremento de sefial analitica
a las dos longitudes de onda seleccionadas frente a la concentracién afiadida de analito (figura

9). El incremento de sefial analitica asi obtenido s6lo depende de la concentracién de analito.

En este capitulo se estudiara la resolucién de diversas mezclas binarias con distintas
separaciones de sus maximos, tanto en espectrofotometria de absorcién como en espectrofluo-
rimetria de emisién sincrénica. Asimismo se desarrollard el HPSAM con doble adicién que
permite la cuantificacién de los dos componentes de una mezcla binaria adicionando
* simultineamente ambos analito y a partir de una tnica serie de calibrados. La adaptacién del
método a sistemas dinamicos, como es la cromatografia liquida, también se abordaré en este

apartado.

4.1.1.1.- ADICION SIMPLE DE ANALITO, UTILIZANDO SENALES
ANALITICAS O INCREMENTOS DE SENALES ANALITICAS.

4.1.1.1.1- Fundamentos tedricos.

Consideremos la muestra binaria compuesta de dos especies X e Y, en concentracio-
nes Cy y Cy respectivamente, y cuyos espectros de absorcién (espectrofotometria) o de

a

emision (espectrofluorimetrfa) se muestran en la figura 10.

Supongamos que queremos determinar la especie X cuando Y estd presente, y ademds
la matriz de la muestra introduce un error sistemético constante (TYB). Para aplicar el
HPSAM hay que seleccionar dos longitudes de onda A; ¥ A, de manera que la sefial analitica

del interferente sea la misma en ambas,

AY,j = Ay - (49)

Consideremos ademés que la matriz de la muestra introduce un error sistematico

constante (TYB), que en principio se puede considerar el mismo a las dos longitudes de onda

seleccionadas:

TYB, = TYB, . (50)
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4.1.1.1ADICION SIMPLE DE ANALITO

B as ©°3

Y.J

Longitud de onda

Figura 10: Espectros de absorcién (o emisién) de dos compuestos, siendo X el analito e Y el
interferente.

Representando la absorbancia como funcién de la concentracion afadida de analito

a las dos longitudes de onda seleccionadas, se obtiene que las ecuaciones de las rectas

obtenidas seran (figura 11):

A = AXJ + AYj + 7TTB. + M. XCIi (51)
para\ y

Ak = AXtk + AYtk + TYBk + Mk xCx (52)
para donde Cx es la concentracion afadida de analito, con i=0,l,..,n ( (fx es la

concentraciéon de analito en la muestra) Axjc y AXj son las absorbancias del analito X

enla muestraa ;y\\ Ay}y Ay kson las absorbancias del interferente Y en la muestra a
\j vy \k Mj y Mk son las pendientes de las representaciones a las dos longitudes de onda

elegidas, \j y \k
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

»C

Conc. aiiadida de analito,

Figura 11: Representacion de las rectas obtenidas aplicando el HPSAM a las dos longitudes de
onda seleccionadas.

El punto H es comun para ambas representaciones, y vendra dado por:

4§ + Arj * TYBj+ M(-C,) = 4.» +4.»(53)

tal como se observa en la figura 11, de donde

- (47 -4)) - 4.5 -4)) +ivs-

(54)

Como la especie Y presenta el mismo valor de absorbancia a X y X* (ecuacion 49),
y el TYB se ha supuesto el mismo a ambas longitudes de onda (ecuacioén 50), la ecuacion

(54) se simplifica a:

N4 - A

. (55)
"H~ M -Mk



4.1.1.1ADICION SIMPLE DE ANALITO

cuz-€" Conc. afiadida de analito,C¢,
Figura 12: Representacion de las rectas obtenidas aplicando el HPSAM a la longitud de onda

\j en presencia (1) y ausencia (2) de la especie interferente Y.

lo que equivale a la concentracion real de analito, (fx , puesto que dicha expresion esta

relacionada solo con variables dependientes de él:

66>

Las rectas de calibrado del HPSAM a A en presencia y en ausencia de la especie

interferente Y se comparan en la figura 12 (para \ k se obtienen graficas semejantes). Las

pendientes de ambas rectas son iguales, por lo que sustituyendo AXJ y AXk en funcién

de Cx enlaecuacion (55), sederivaque -CH = -Cfx , siendo Ok la concentracion de

analito existente en la muestra.

Sustituyendo el valor de CH obtenido de las ecuaciones (55) o (56), AH puede ser

determinado a partir de la ecuacion (51) de la forma:
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

A, =A%, + A, + TYB + M, X(-C) 57)

Como Ay ; = M, XC, , entonces:

Ay = Ay, + TYB, (58)
De la misma forma se obtiene que:

Ay =A, . + TYB, 59
a partir de la ecuacién (52), siendo anilogas las ecuaciones (58) yr (59), puesto que 4, ; =
Ay, y TYB; = TYB,. '

Como se ve, es posible obtener la concentraéién de analito libre de error, por'
aplicacién del método de adici6n estindar del punto H, si el TYB es el mismo en las dos

longitudes de onda seleccionadas.

La concentracién de interferente estard libre de error proporcional, pero no de error
constante si existe TYB, por lo que éste deber4 corregirse con el método de Youden /Youden,
477 o por las técnicas de correccion del error corregible (CEC) [Cardone,83; 86]. Para obtener
buenos resultados no es necesario que el TYB sea el mismo a las dos longitudes de onda
‘seleccionadas, ya que puede ser evaluado para ambas, y mis tarde utilizarlo en la
construccion de las gréficas del HPSAM, representando 4; - TYB; y A, - TYB, como una

funcién de la concentracién afiadida de analito.

La aplicacién del método de adicién esténdar del punto H puede simplificarse usando
-una unica recta de calibrado, cuando se desea conocer unicamente la concentracién de
analito, o solamente'se dispone del espectro global de la matriz de la muestra. La sefial
analitica a utilizar en este caso, el incremento de absorbancia (A4) s6lo depende de la

concentracion de analito.
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4.1.1.1ADICION SIMPLE DE ANALITO

Conc. ainadida de analito,

Figura 13: Representacion del HPSAM utilizando valores de incremento de sefial analitica.

A partir de las ecuaciones (51) y (52), y puesto que el valor de la absorbancia del
interferente es el mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas (ecuacion 49), se tiene

que:

De acuerdo con esta ecuacion, el incremento de absorbancia depende exclusivamente

de la concentracion de analito (figura 13), por lo que la representacion de AAj kfrente a Ck

sera una linea recta de ordenada en el origen (AXJ - AXtk) ,y pendiente Af- - Mk

La concentraciéon de analito puede calcularse a partir de los valores de AA por
aplicacion del HPSAM, extrapolando cuando el valor de la ordenada es cero. Dicho punto

es el punto H y tendra de coordenadas (-CH, 0), por tanto:
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

El valor de AA4 obtenido después de cada adicién se relaciona exclusivamente con la
concentracién de analito, puesto que la absorbancia del interferente es la misma a las dos
longitudes de onda, por lo que su contribucién al A4 serd nula, independientemente de que
la intensidad de su sefial varie en sucesivas adiciones de analito debido a intefacciones con
éste. Por tanto, las sefiales analiticas obtenidas estardn libres de error sistematico constante,
y también de errores proporcionales, gracias a las caracteristicas del método de adicién
estindar. Cuando tan solo se desea determinar la concentracién de analito, o s6lo se dispone
del espectro global de la matriz de la muestra, una representacion de AA frente a la
concentracién de analito afiadida permite calcular la concentracién desconocida libre de
cualquier tipo de error a partir del punto donde la ordenada de la recta es cero. La figura 13
ilustra las dos posibilidades de la representaciéon del método de adicion estindar del punto

H, usando valores de AA.

El trabajo habitual de un laboratorio de andlisis generalmente incluye determinar
el analito en una determinada muestra empleando el método de calibracién de un tnico
patrén, que requiere conocer la sefial de la muestra, A;, la sefial del analito, 4,, y la
concentracion de patrén usado, C,. De esta manera, la concentracién de analito puede ser
calculada a partir de los datos de absorbancia usando la siguiente ecuacion:
C = % x C, , 62)

s
r

Las variables necesarias cuando se requiere de la aplicacién del método de adici6n
estandar son 4; y la sefial analitica, 4,, debida a una disolucién que contenga la muestra més

una cantidad afiadida conocida de analito puro, C,. La ecuacién que se aplica en este caso

€s.:

s

y .
C=T’><Ca= —_ XC, (63)

Esta expresion se puede extender a la aplicacién del método de adicion esténdar del

punto H que utiliza A4 como sefiales analiticas, requiriendo conocer A4 para la muestra y
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4.1.1.1.- ADICION SIMPLE DE ANALITO

la disolucién que contiene a la muestra y a la adicién de analito puro y la concentracién de
la adicién C,. La seleccién previa de las longitudes' de onda de medida permite eliminar la

contribucién de interferentes directos. La ecuacién a usar sera:

C =" __ xC, 64)

 4.1.1.1.2.- Significado del punto H.

Los espectros esquematizados para el analito X y el interferente Y, considerando
solamente los puntos extremos N, y A, serdn los mostrados en la figura 3.5. De esta figura
se deduce facilmente que el espectro simplificado del analito puede describirse como una

linea recta de pendiente no nula, de ecuacion:

Ay p = Ak + me XN WSASN i=0,1,...,1) (65)

donde A}', ; ¥y my son la ordenada en el origen y la pendiente respectivamente. Ambos

dependen de la concentracién de analito presente, por medio del superindice 7, que se refiere
a las distintas disoluciones que contienen de 0 a n adiciones de analito puro X realizadas para

‘aplicar el método.

El término A varia en el intervalo [N, AJ, en donde el interferente Y presenta un

espectro simplificado que es una linea recta de pendiente nula:
Ay = Ay,; + my X N\, NSNS my=0) _ (66)

Esta condicién se cumple, ya que el interferente presenta la misma sefial analitica a

las dos longitudes de onda seleccionadas (ecuacién 49).

La ecuacion correspondiente a la primera disolucién (i=0) preparada para aplicar el

método, que s6lo contiene muestra, y a la que no se le ha adicionado analito, sera:
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

a) b) oy

0  Ax.I+AYJ +TYBJ
u* K.J
K .j
Ay.k Ayj Ay k Ay.d
TYBK TYBj TYBK TYBj

K J +Av.y +TVByJ

AH=AYj+ TYBj=Ay k+ TYBk

Conc. afadida de analito, -C¢

Figura 14: Caracterizacion del HPSAM en diferentes puntos de la recta de calibrado.

Ax.k + AYk + TYBk = AXj +Ayj + 7TB.+ mx XA (67)

tal y como se observa en la figura 14(b). Dicha figura relaciona el grafico del HPSAM con

las distintas aproximaciones espectrales en distintos puntos de la recta de calibrado.

La representacion A = f(\) correspondiente a la primera adicion se muestra en la

figura 14(c), y su ecuacion es:

Ax.k + Ay £+ TYBk = AXj + Ayj + TYR + trix (68)

El método de adicidén estandar calcula la concentracion desconocida de analito por

extrapolaciéon cuando el valor de la ordenada es nulo. De acuerdo con el método que nos

ocupa, Ak k=Akj =0 cuando mx =0, siendo éste el punto H (figura 14(a)). En dicho

punto, y solo en él, se cumple que la pendiente de la linea recta de la representacion A =

f(k) para el analito es igual que para el interferente. Se obtiene entonces que:

JYFHE ™ k=Ayj + 7TTB. = AH (69)
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lo que coincide por otra parte con las ecuaciones (58) y (59) previamente obtenidas.

Logicamente, para TYB=0, A, , = 4y,; = A,, de donde A, puede ser relacionada

con la concentracién de interferente.

En ausencia de interferente, y de manera andloga, TYB; = TYB, = Ay, de donde se

puede determinar el valor para el Blanco Total de Youden.

El método permite el cilculo directo de la concentracién‘de énalito ( C% '), exenta

de error proporcional por las caracteristicas intrinsecas del método de adicion estidndar, y de
error sistematico constante, aun en presencia de un interferente directo, puesto que se logra
transformar el error incorregible debido a la interferencia en un error sistemético constante
corregible, puesto que A; y A, se eligen de forma que dicha especie presente el mismo valor
de absorbancia. No necesariamente el comportamiento espectral para el interferente tiene que
ser el reflejado en las figuras precedentes, la dnica condicién necesaria y suficiente es que
a las dos longitudes de onda la sefial analitica de la especie interferente Y sea la misma. Ello
facilita por otro lado la optimizacién de la sefial analitica a utilizar, puesto que para cada
mezcla binaria X+Y existen diferentes pares de longitudes de onda \; y A, donde es aplicable
el método. La seleccion de los mejores pares se deberd realizar de manera que se obtengan
los resultados més precisos. Esto ocurre para aquellos valores que hacen méximo el valor del
denominador en la ecuaci6n (55). Por otra parte, ello supone el cilculo de la concentracién

desconocida a partir de varias medidas.

El método también posibilita la determinacién de la concentracién de interferente Y
a través del valor de Ay, previamente corregido en el caso de la existencia de TYB, puesto
que se correspondera con la sefial analitica de Y a las longitudes de onda seleccionadas. Por
tanto, disponiendo de una curva de calibrado de esta espeéie, es posible determinarla, aun
en el caso de que los espectros de X e Y estén totalmente solapados, siempre y cuando varie
su forma. Las dos longitudes de onda elegidas N, y A\, como se ha mencionado con
anterioridad, estdn situadas a ambos lados del maximo (o del minimo) del interferente (y a

la misma distancia si su forma es regular, figura 15(a)). Si el maximo de la especie X solapa
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X.j

MAX

Figura 15: Espectros de absorcién de: a) Y; b) X e Y, siendo la separacion entre maximos de
5nm.; ¢c) X e Y, siendo la separacién entre maximos de Onm.

parcial o totalmente al de Y (figura 15(b) y (c)), la especie X puede ser determinada todavia,

«aplicando la ecuacion (55) en el primer caso, puesto que AXJ "Ax,k yMj A Mk En el

caso de solapamiento acusado, o incluso total, estos supuestos también son validos si la forma

de los maximos de X eY son distintos. La sensibilidad puede ser incrementada eligiendo dos

longitudes de onda lo suficientemente separadas del maximo de absorcion.

A continuacién se exponen los resultados obtenidos para diferentes mezclas binarias.
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4.1.1.1.3.- Estudio espectrofotométrico de diferentes mezclas binarias con espectros

parcial o totalmente solapados.
Procedimiento experimental

Se ensay6 el método propuesto con seis mezclas binarias diferentes de indicadores,
~ con separacién de sus maximos de absorcién entre 65 y 0 nm, para mostrar los limites
méximos y minimos de aplicacién del método, asi como caracterizarlo en términos de

exactitud y precision.

A este efecto se prepararon disoluciones acuosas de Indigo carmin, Azul de timol,
Arsenazo III, Rojo de metilo y Rojo congo, mediante pesada de la cantidad apropiada de
cada indicador. El pH necesario se consigui6 mediante la adicién de 4cido clorhidrico o
hidréxido sédico. Todas las disoluciones fueron medidas en el espectrofotometro Shimadzu,

a las longitudes de onda seleccionadas.

Las distintas situaciones espectrales ensayadas se muestran en la figura 16,
observandose que en muchos de los casos el solapamiento de los picos es total, conduciendo

a situaciones dificiles de abordar desde el punto de vista analitico.

Mezcla 1: Indigo carmin-Azul de timol a pH = 0.9, separacién de méximos de

absorcion 65 nm.

El Azul de Timol a este valor de pH tiene un maximo de absorcién localizado a 545
nm., mientras que el Carmin Indigo presenta el m4ximo de su banda de absorci6n a 610

nm., siendo por tanto la separacién de sus maximos de 65 nm. (figura 16(a)).
El método de adicién estdndar del punto H fue aplicado a una muestra que contenia

una concentracién de Azul de Timol de 1.82x10° M y de Carmin fndigo de 3.80x10° M,

siendo este Gltimo el analito, y afiadiéndolo hasta una concentracién de 8.88x10° M.
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1.0+

0.5—

0.0
500 600
Longitud de onda / nm.

Figura 16: Espectros obtenidos para las distintas mezclas ensayadas: a) indigo carmin-Azul de
timol apH=0.9; b) Rojo de metilo/Rojo congo apH=2.0; c) Azul de timol/Rojo de metilo apH=0.9;
d) Arsenazo Ill/Rojo de metilo apH=0.9; e) Azul de timol/Arsenazo IllapH=0.9yf) Azul de timol/Ar-
senazo Il apH-12.0.

De acuerdo con la teoria del método propuesto, se midieron los valores de las
absorbancias de las distintas disoluciones a las longitudes de onda de 555 y 535 nm., en las
cuales el interferente (el Azul de Timol) presenta la misma absorbancia. Representando
graficamente la sefal analitica frente a la concentracion afadida de analito, se obtienen dos
lineas rectas con un punto comun, el punto H, de coordenadas (~CH>Ah), donde CHes la

concentracion desconocida de analito, y AHes la sefial analitica debida al interferente.

Los resultados obtenidos para la concentraciéon de analito se dan en la tabla Il. Esta
concentraciéon, segun los fundamentos del método, se calcula resolviendo el sistema de
ecuaciones de las dos lineas rectas obtenidas. Los limites superior e inferior de la concentra-
cion calculada de analito fueron obtenidos considerando el procedimiento de calculo de

aquella y a partir de la expresion descrita en el apéndice [Chemometrics]. Dichos valores
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Réplica Parametro 555 nm.

de timol.

a
b
v
Test-/
a
b
v
Test-/
a

*

A%
Test-/

Syx
Test-/

0.723
8141.7
1.1X10*
lineal
0.715
8157.5
3.9X10*3
lineal
0.727
8126.0
4.9X10'3
lineal
0.728
8070.9
9.6 X10-3
lineal
0.724
7926.4
4.1x 103

lineal

Método de Adicion Estandar

535 nm. Aiadido

0.588
4669.3
8.2X103
lineal
0.579
4732.3
1.6X10%3
lineal
0.588
4748.0
3.8X10'3
lineal
0.593
4464.6
5.8 X10-3
lineal
0.586
4687.9
2.8x 103

lineal

(cJ
3.90

3.97

4.10

3.70

4.29

3.99

0.22

Concentracion de analito x 105/ M

Encontrado Limite menor Limite mayor
de de

3.65 4.15

3.90+0.25

3.90 4.04

3.97+0.07

3.95 4.25

4.10+0.15

3.50 3.90

3.70+0.20

4.20 4.38

4.29+0.09

Concentracion de interferente X

-1.30X 102 -1.12X 102 0.406

0.391

0.394

0.425

0.385

0.400

105/ M

Encontrado

1.94

1.87

1.88

2.03

1.84

191

0.02

555 nm. 535 nm.

1.94

1.87

1.89

2.03

1.85

1.92

0.03

Tabla 11: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (indigo carmin) e interferente (Azul de timol) en la resolucién de la mezcla indigo carmin-Azul
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aparecen reflejados en la tabla 1. La desviacion estandar correspondiente a los cinco valores

obtenidos también aparece en dicha tabla.

La concentracion de interferente (tabla Il), se calcula a partir de la ley de Beer a555
y/o 535 nm. y de los valores de absorbancia (AH obtenidos de la resolucién del citado
sistema de ecuaciones. Esta concentracion viene caracterizada estadisticamente por el

intervalo de confianza que se calcula a partir de la expresion descrita en el apéndice / chemome-

tries].

Las concentraciones de analito e interferente encontradas estan en concordancia con

las afiadidas, como se puede ver en la tabla para las cinco réplicas realizadas.

Método de Adicion Estandar

Concentracion de analito x 105/ M

Répll-ica I;Marémetro AA(555,5635)  Anadido Encpntrado Inctgr%glr?zge
atsa 0.1394£0.002 3.80 4.3 0.2
bxsb (323+3)x 10

2.8XI0‘3

Test-/ lineal
axsa 0.135+£0.002 3.80 3.9 0.4
bts, (347+£3)x 10

Sx 3.3x10-3
Test-/ lineal
atsa 0.136+0.002 3.80 4.0 0.3
bzs, (333+3)x 10

vV 2.9X10'3
Test-/ lineal
atsa 0.138+0.001 3.80 41 0.2
btsb (338+4)x 10

\V; 1.56X10°3
Test-/ lineal
atsa 0.137+0.002 3.80 4.0 0.3
btsb (340£5)x 10

s 2.2x10-3
Test-/ lineal

4.0
S, 02

Tabla 111: Resultados obtenidos para la concentracion de analito (indigo carmin) en la mezcla indigo

carmin-Azul de timol, utilizando AA como sefiales analiticas.
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0.0

-0.1.

500 600 Longitud de onda/ nm.

Figura 17: Espectros derivados de disoluciones de 1) Carmin indigo 3.14x105My 2) mezcla
Carmin indigo (3.80xI05M)-Azul de Timol (1.82x105M) a pH=0.90.

Una vez obtenidos los resultados de acuerdo con el método establecido, se aplicé el
método utilizando como sefial analitica el valor de AA, por el que se obtiene una uUnica recta
de calibrado. Los resultados se reflejan en la tabla Ill. El valor de la concentracion de analito
se obtiene para la abcisa donde AA = 0, segun las bases de este método, obteniéndose un
valor para la concentraciéon de analito en concordancia con el valor afadido, tal como se

observa en la tabla Il1.

No se estudiaron separaciones de maximos de absorcion superiores a 65 nm., puesto
%

que en estos casos las determinaciones pueden ser realizadas generalmente por via

espectrofotométrica, o incluso por espectroscopia derivativa cuando sea necesario.

En el caso que nos ocupa la espectroscopia derivativa da asimismo buenos resultados
con esta mezcla para la concentracion de analito (error relativo entre el 4 y el 6%, para tres
réplicas), midiendo a 637 nm., debido a que el pico del indigo de carmin en el espectro
derivado no se modifica mucho cuando el Azul de Timol esta presente, como se puede ver
en la figura 17, donde se muestra el espectro derivado para el indigo carmin solo y en la

muestra analizada.

Mezcla 2: Rojo de metilo - Rojo congo, a pH = 2.0, separaciéon de maximos de

absorcion 50 nm.
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El Rojo de Metilo apH = 2.0 tiene un maximo de absorcion localizado a 518 nm.,
mientras que el Rojo Congo, a ese mismo pH muestra una banda con un maximo a 568 nm.

(figura 16(b)).

El método de adicién estandar del punto H fue aplicado a una muestra preparada, que
contenia Rojo Congo en una concentracion de 2.5xI0"5 M y Rojo de Metilo en una
concentracion inicial de 7.9X10'6 M, siendo el analito este ultimo, y afiadiéndolo hasta una

concentracion de 2.98 x 10'5M. En todos los casos solo se distingue un maximo de absorcion.

Se midieron los valores de absorbancias para las diferentes disoluciones a las
longitudes de onda de 578 y 558 nm., en las que el interferente (Rojo Congo) presenta la
misma absorbancia. De acuerdo con estos valores se obtienen los resultados para las
concentraciones de analito que se muestran en la tabla IV. En la misma tabla se dan los
valores de la concentracion de interferente, calculados a partir de la ley de Beer a 578 y/o
558 nm. para el Rojo Congo, y de los valores de absorbancia, AH, obtenidos de la resolucion

del sistema de ecuaciones.

Los valores encontrados para el interferente y el analito estan en buena concordancia

con los afnadidos, para las cinco réplicas estudiadas.

558 nm.
560 nm.
562 nm.
564 nm
566 nm.
568 nm.
570 nm.

572 nm
574 nm
576 nm.
578 nm.

— Gene, afiadida / uM---—-

Figura 18: Método de adicion estandar del punto H aplicado entre 5568y 578 nm., a intervalos
de 2 nm., para la mezcla Rojo de metilo-Rojo Congo.
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Método de Adicion Estandar Concentracion de analito x 106/ M Concentracion de interferente X 105/ M

Réplica Pardmetro 578 nm. 558 nm. Aifiadido EncontradoLimite menor  Limite mayor ey de Beer AAu AfioniHA i Encontrado
(o)) de CH de Parametro 578 nm. 558 nm. 578 nm. 558 nm.
a 0.377 0.519 7.9 7.9 7.2 8.6 a 3.4X10%4 3.82x10 5 0.352 2.50 2.52 2.50
1 b 30829  21003.7 b 13961.3 13954.2
v 11X102 1.4X10*2 7.9+0.7 *x 4.9XI0*3 2.8 XI0"3
Test-t lineal lineal Test-f lineal lineal
a 0.366 0.505 7.9 7.9 7.1 8.7 0.343 2.50 2.45 2.43
b 2948.2  20448.1
S 1.1x10*2 1.5x10*2 7.9+0.8
Test-f lineal lineal
a 0.372 0.514 7.9 8.0 7.2 8.8 0.349 2.50 247 2.49
g b 28554  20597.6
9 1.4x10*2 1.9x10*2 8.0+0.8
Test-i lineal lineal
a 0.383 0.524 7.9 7.6 7.0 8.1 0.364 2.50 2.58 2.60
44 b 2471.7  20952.4
oy 9X10*3 1.1 X10%2 7.6+0.6
Test-t lineal lineal
a 0.391 0.540 7.9 8.2 7.4 9.0 0.362 2.50 2.57 2.59
% b 3477.8  21610.7
1.3XI0%2 1.9x10*2 8.2+0.8
Test-t lineal lineal
7.9 0.354 2.51 2.53
X X
P 0.2 /. C 0.03 0.04
Tabla 1V : Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Rojo de metilo) e interferente (Rojo congo) en la resolucion de la mezcla Rojo de metilo-Rojo
congo.
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Método de Adicién Estandar Concentracién de analitox | 6/ M

E trad Int lo d
Réplica Parametro AA (558,578) Afadido neonirado Intervaio de

(Cw) confianza
a+sa 0.142x0.002 7.9 7.9 0.4
btsb (179+2)x102
! v 39XI03
Test-i lineal
atsa 0.139+0.003 7.9 8.0 0.5
% btsb  (175%£2)X102
Sy 5.0x10'3
Test-t lineal
atsa 0.141 +£0.004 7.9 8.0 0.7
J btsb (177+£3)xI02
% 6.7 x10'3
Test-i lineal
atsa 0.141+0.002 7.9 7.6 0.8
4 btsb (185+3)x 102
Sx 6.2x10*3
Test-t lineal
atsa 0.149+0.005 7.9 7.6 0.8
btsb (181x4)xI02
sy* 7.3x10'3
Test-i lineal
7.9
0.2

Tabla V; Resultados obtenidos para la concentracién de analito (Rojo de metilo) en la mezcla Rojo de
metilo-Rojo congo, utilizando AA como sefiales analiticas.

\

Del mismo modo se aplicé el método utilizando como sefal analitica el valor de AA,

obteniéndose una Unica recta de calibrado. Los resultados obtenidos se dan en la tabla V.

Dado que la banda de absorcion del Rojo Congo presenta una meseta suficientemente
ancha se realizaron medidas de absorbancia de todas las disoluciones preparadas entre 578
y 558 nm., a intervalos de dos nm., para corroborar las bases del método, puesto que esta
es la disposicion tedrica de espectros de absorcion. Las graficas obtenidas se muestran en
la figura 18: todas ellas tienen un punto en comun (el punto H), lo que permite afirmar que
el Rojo Congo introduce un error constante en el intervalo 578-558 nm. en la determinacion

de Rojo de Metilo, error que se elimina aplicando el método.
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Este ejemplo demuestra claramente las bases de la teoria expuesta, y muestra las
posibilidades del método para corregir errores sisteméticos constantes, y la capacidad
delmétodo para transformar el error incorregible debido a la presencia de un interferente

directo en un error corregible de tipo constante.

Mezcla 3: Azul de timol - Rojo de metilo, a pH = (.9, separacién de médximos

de absorcion 27 nm.

El Rojo de Metilo a pH = 0.9 tiene un méximo en la banda de absorcién localizado -
a 518 nm., mientras que el Azul de Timol, a ese mismo pH muestra una banda con un

maximo a 545 nm. (figura 16(c)).

El método de adici6n estandar del punto H fue aplicado a una muestra preparada, que
contenia Rojo de Metilo en una concentracién de 7.85x10° M y Azul de Timol en una
concentracién inicial de 1.12 X 10 M, siendo el analito este ultimo, y afiadiéndolo hasta una
concentracién de 13.88x10° M. En este ejemplo se puede observar un desplazamiento
batocrémico del maximo de absorcion de la mezcla a medida que aumenta la concentracién

de Azul de Timol afadida.

De acuerdo con la teoria del método, se midieron los valores de absorbancia para las
diferentes disoluciones a las longitudes de onda de 528 y 508 nm., para las que el
‘interferente (Rojo de Metilo) presenta la misma absorbancia. De acuerdo con estos valores
se obtienen los resultados para las concentraciones de analito que se muestran en la tabla VI.
En la misma tabla aparecen los valores de la concentracion de interferente, calculados a
partir de la ley de Beer a 528 y/o 508 nm. para el Rojo de Metilo, y de los valores de

absorbancia (4,) obtenidos de la resolucién del sistema de ecuaciones correspondientes.

Los valores encontrados para el interferente y el analito estdn en buena concordancia

con los afiadidos, para las cinco réplicas estudiadas.

Los resultados obtenidos al aplicar el método con incrementos de absorbancia se dan

en la tabla VII, estando de acuerdo con el valor afiadido.
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Método de Adicion Estindar Concentracion de analito X 105/ M Concentracion de interferente X 106/ M
Réplica Parametro 528 nm. 508 nm. Afiadido Encontrado  Limite menor - Limite mayor Ley de Beer Anadido Encontrado
. (CH de CH de CH Parimetro 555 nm. 535 nm. H 555 nm. 535 nm.
a 0.590 0.517 1.12 1.12 1.08 1.16 a 6.45x10'3 5.7X10'3 0.399 7.85 7.74 7.8
i b 16997.6  10512.6 b 50668.8 50509.6
v 2.4X10'3 3.0X10'3 1.12+0.04 =Y 3.6X103 4.9X10'3
Test-/ lineal lineal Test-/ lineal lineal
a 0.596 0.521 1.12 1.16 1.08 1.24 0399 7.85 7.74 7.8
b 16826.0 10433.4
- N T1x103 63XI0% 1.160.08
Test-/ lineal lineal
a 0.599 0.526 1.12 1.10 1.00 1.20 0416 7.85 8.08 8.1
b 17265.2 10350
P o/ 1.0x102 1.0X102 1.10+0.10
Test-/ lineal lineal
a 0.595 0.518 1.12 1.15 1.07 1.23 0395 7.85 7.67 7.7
A b 17408.9 10701.2
7.1X10'3 4.9X10-3 1.15+0.08
Test-/ lineal lineal
a 0.586 0.511 1.12 1.10 1.00 1.20 0394 7.85 7.65 7.7
o b 17780.4  10701.2
Vv 9.1 X10'3 8.1xI0'3 1.10+0.10
Test-/ lineal lineal
1.13 0.401 7.78 7.8
X X
0.03 1. C. 0.09 0.1

sX

Tabla VI: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Azul de timol) e interferente (Rojo de metilo) en la resolucién de la mezcla Azul de timol-Rojo

de metilo.
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Método de Adicion Estandar Concentracién de analito xIO5/ M

. X - Encontrado Intervalo de
Réplica Parametro AA (528,508) Afadido

(CH confianza
axsa 0.073+0.002 1.12 1.13 0.07
bts, (649+7)xI0
2.6x10°3

Test-i lineal
atsa 0.075%0.002 1.12 1.20 0.10
btsb (64£1)x102

sn 3.8XI03
Test-i lineal
atsa 0.080+0.003 1.12 1.20 0.10
btsb  (67x1)xI102

41 X103

Test-i lineal
atsa 0.078+0.004 1.12 1.16 0.09
btsb  (67+1)xI02

*x 3.7X10'3
Test-i lineal
atsa 0.07510.002 1.12 1.08 0.08
bts, (692+8)xI0

S 3.1x10'3
Test-i lineal

1.15
X 0.05

Tabla Vil: Resultados obtenidos para la concentracion de analito (Azul de timol) en la mezcla Azul

de timol-Rojo de metilo, utilizando AA como sefiales analiticas.
i
Mezcla 4: Arsenazo m - Rojo de metilo, a pH = 0.9, separaciéon de maximos de

absorcion 16 nm.

El espectro de la mezcla presenta un solo maximo, como se ve en la figura 16(d). Los

maximos de absorcién del Rojo de Metilo y del Arsenazo Ill se encuentran a 518 y 534 nm.

respectivamente.

En este caso se estudiaron dos muestras. La primera contenia Rojo de Metilo en una
concentracion de 4.25x10'6 M y Arsenazo Ill en una concentracion de 5.96xI0"6 M. La

segunda contenia la misma concentracion de arsenazo |ll y una concentracion de Rojo de



Método de Adicion Estandar

Mezcla Réplica Parametro 528 nm. 508 nm. Afadido
a 0.427 0.399 5.96
b 33756.1 29254.1
! S 6.0X103 59x103
Test-/ lineal lineal
A a 0.427 0.399 5.96
b 33823.2 29338.0
2 6.6X103 6.4XI0'3
Test-/ lineal lineal
a 0.483 0.457 5.96
0 b 33137.2 28835.8
w 5.7X10'3 5.9X103
Test-/ lineal lineal
B a 0.491 0.464 5.96
b 32920.0 28685.7
4 v 3.2X103 3.4XI03
Test-/ lineal lineal
X

sX

Tabla VlI: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Arsenazo Ill) e interferente (Rojo de metilo) en la resolucién de la mezcla Arsenazo IlI-Rojo

de metilo, a las longitudes de onda 528/508 nm.

Concentracioén de analito X 106/ M

Encontrado Limite menor Limite mayor

(ca> de cH de

6.2 4 8
6%2

6.2 4 8
6+2

6.1 4 6
6%2

6.4 5 7
6%1

6.2

0.1

Parametro

b

Test-/

Concentracion de interferente x 106/ M

Ley de Beer Encontrado
Anadi- 508
528 nm. 508 nm. " do 528 nm.
6.5XI03 4.4XI0O3 0.217 4.25 415 4.19
50788.1 50771.5
1.5X103 1.9XI03
lineal lineal
0.216 4.25 412 4.18
0.217 41 4.2
X
I ¢ 0.2 0.3
0.282 5.48 5.43 5.47
0.281 5.48 5.41 5.45
0.282 5.4 5.5
X
I. ¢ 0.2 0.3

SVIMVNIE SVI0ZaN -'L'L'Y
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Mezcla Réplica Parametro 551 nm 490 nm  Afiadido

a

*%

Test-/

Test-/

Tabla IX: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Arsenazo Ill) e interferente (Rojo de metilo) en la resolucién de la mezcla Arsenazo IlI-Rojo

0.360 0.308
317282 226794
5.0X103 4.2X103

lineal lineal

0.362 0.308
31912.8 22785.2
4.8 X103 4.7X103

lineal lineal
0.404 0.354
31157.7 22416.1
4.2X103 4.3X103
lineal lineal
0.410 0.360
31023.5 22281.9
1.8X103 1.5X103

lineal lineal

de metilo, a las longitudes de onda 551/490 nm.

5.96

5.96

5.96

5.96

X

¢

Encontrado

(cH
5.78

5.89

5.72

5.72

5.78

0.08

Concentracion de analito x 106/ M

Limite menor Limite mayor

de Cf

4.9

51

5.0

5.4

5.8+0.9

5.9+0.8

5.7+0.7

5.7+0.3

de Gj
6.7

6.7

6.4

6.0

Parametro 551 nm

Concentracion de interferente x 106/ M

Ley de Beer
490 nm
22XI03  5X104
393144  39720.7
2.9X103 2.1 X013
lineal lineal
X
I C
X
1C

AH

0.177

0.174

0.176

0.226

0.233

0.230

Anadi-
do

4.25

4.25

5.48

5.48

Encontrado
551 nm 490
nm
4.44 4.44
4.37 4.37
4.4 4.4
0.5 0.4
5.69 5.68
5.87 5.86
5.8 5.8
0.4 0.3
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

528 nm.
140 —i

551 nm.
508 nm

1.00 - 490 nm.

0.40 —

-6.0 0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 36.0
Conc. anadida / nM

Figura 19: Representacion grafica del HPSAM para la mezcla Rojo de Metilo-Arsenazo I, a
dos pares diferentes de longitudes de onda.
Metilo de 5.48 x 10'6 M, siendo el analito el Arsenazo I, y afadiéndolo hasta una concentra-

cion de 29.80xI10*6 M.

Los valores de absorbancia de las distintas disoluciones fueron medidos a las
longitudes de onda de 528 y 508 nm., donde el interferente (el Rojo de Metilo) presenta la
misma absorbancia. Los resultados obtenidos para el analito y el interferente se dan en la
tabla V1Il. En dicha tabla se observa que las dos lineas rectas tienen ordenadas en el origen
y pendientes muy cercanas, por lo que los elevados limites mayor y menor de CH

4(concentracién de analito) que se muestran son explicables.

Por tanto, si se quiere incrementar la precision, se debe incrementar la diferencia
entre las ordenadas en el origen y las pendientes de las dos lineas rectas, para lo que se
puede medir a dos longitudes de onda mas separadas, y donde el interferente continue
mostrando la misma absorbancia, dado que ese es el Unico requisito que exige los principios
tedricos del método. En la figura 19 se muestra como las diferencias entre las ordenadas en
el origen y las pendientes aumentan cuando la separacion de las longitudes de onda donde
se miden las absorbancias aumentan. En consecuencia los limites superior e inferior de CH
disminuyen tal como se observa en la tabla IX, y comparandolos con los obtenidos en la tabla
VIII.
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4.1.1.1ADICION SIMPLE DE ANALITO

Método de Adicion Estandar Concentracién de analito xIO6/ M

Encontrado Intervalo de
Réplica Parametro AA(551,490) Afadido

(Cw confianza
atsa 0.052+0.001 5.96 5.79 0.08
1 btsb (901 +£2) x1O0
9K 3.1x 107
Test-¢ lineal
atsa 0.054+0.001 5.96 5.9 0.2
9 btsb (916+4)x10
Sx 8.6x 10"
Test ¢ lineal
atsa 0.050+0.001 5.96 57 0.3
3 btsb (874%7)x 10
S 1.4X10'3
Test-/ lineal
a+xsa 0.050%0.001 5.96 5.7 0.3
4 bxsb (874 +£5) x10
Sk 1.0xI10'3
Test-/ lineal
5.78
% 0.06

Tabla X: Resultados obtenidos para la concentracion de analito (Arsenazo I11) en la mezcla Arsenazo

Ill-Rojo de metilo, utilizando AA como sefiales analiticas.

La exactitud obtenida es similar en los dos casos, aunque la precision es superior en
el segundo , es decir, cuando el método de adicién estandar del punto H se aplica a las
"longitudes de onda de 551 y 490 nm. El método permite mejorar los resultados variando

simplemente las longitudes de onda de medida.

Se aplicé por tanto el método utilizando como sefial analitica el valor de AA para los
valores de 551 y 490 nm. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla X. La concentra-
cion de analito es concordante con el valor afiadido, y con el obtenido al aplicar el método

de adicion estandar del punto H, utilizando como sefiales analiticas las absorbancias.

Mezcla 5: Azul de Timol-Arsenazo ni, a pH = 0.90,separacion de maximos de

absorcion 11 nm.
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

El Azul de Timol y el Arsenazo 111, a este valor de pH tienen méximos en sus bandas

de absorcién localizados a 545 y 534 nm., siendo por tanto la separacién de 11 nm. (figura
16(e)).

El método aplicé a una muestra que contenia Arsenazo III en concentracién 4.54 X 10°
M y Azul de Timol en concentraci6n 8.37%10° M, siendo el analito este Wltimo, y

afiadiéndolo hasta una concentracién de 27.90x 10 M.

De acuerdo con la teoria del método, se midieron los valores de las absorbancias para
las diferentes disoluciones a las longitudes de onda de 544 y 524 nm., para las que el
interferente (Azul de Timol) presenta la misma absorbancia. De acuerdo con estos valores
se obtienen los resultados para las concentraciones de analito que se muestran en la tabla XI.

Asimismo aparecen las desviaciones estindar correspondientes a los cinco valores obtenidos.

En la misma tabla aparecen los valores de la concentracién de interferente, calculados
a partir de la ley de Beer a 544 y 524 nm. para el Azul de Timol, y de los valores de

absorbancia, A,, obtenidos al resolver el sistema de ecuaciones correspondientes.

Como se puede ver en la tabla XI, los valores encontrados para el interferente y el

analito estdn en buena concordancia con los afiadidos, para las cinco réplicas estudiadas.

Del estudio de esta mezcla se puede concluir que la forma de las bandas de absorcién
afectan mds a los resultados obtenidos por este método que la separacién de los méximos de
absorcién. En efecto, en esta mezcla la separacién es de s6lo 11 nm., mientras que en el
ejemplo anterior (Arsenazo III-Rojo de metilo, a pH = 0.9) la separacién era de 16 nm. Sin
embargo, en este caso, una separacion de + 10 nm. con respecto al maximo de absorcion es
suficiente para obtener resultados exactos y precisos a la vez. Pero cuando el maximo del
analito es més ancho que el méximo del interferente, para obtener resultados precisos es

necesario usar intervalos de longitud de onda superiores a +10 nm.

Con el objeto de contrastar el método con incrementos de absorbancia se aplico éste
~en las condiciones ya descritas, obteniéndose una tnica recta de calibrado. Los valores

obtenidos para la concentracion de azul de timol se dan en la tabla XII. El valor de la
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Método de Adicion Estandar Concentracion de analito x 106/ M Concentracion de interferente x 106/ M

Réplica Parametro 635 nm. 555 nm. Afadido Encontrado Limite menor - Limite mayor Ley de Beer A Aionky Enoontrado
(1w de de Parametro 635 nm. 555 nm. 635 nm. 555 nm.
a 0.150 0.192 5.58 53 5.1 55 a 44x10’3 -3xI04 0.100 4.54 4.9 5.0
1 b 10097.3  18105.5 b 19704.2 19893.0
e 1.3XI0'3 1.3XI03 5.3+0.2 27X103 1.6XI0’3
Test-i lineal lineal Test-i lineal lineal
a 0.150 0.192 5.58 5.3 5.1 55 0.097 4.54 4.7 4.9
o b 10087.1 18064.5
Sy 7x10'4  12x103 5.31+0.2
Test-i lineal lineal
a 0.151 0.194 5.58 54 52 5.6 0.097 4.54 4.7 4.9
y b 100614  18008.2
o 1.1x103 1.7x10*3 5.4+0.2
Test-i lineal lineal
a 0.152 0.194 5.58 5.4 52 5.6 0.096 4.54 4.7 4.9
4 b 10209.9  17992.0
1.2XI03 14XIO3 5.4+0.2
Test-i lineal lineal
a 0.151 0.194 5.58 55 54 5.6 0.095 4.54 4.6 4.8
$ b 10138.2  17982.6
Syx 5.0xI0'3 4.1x103 5.5+0.1
Test-i lineal lineal
5.4 0.097 4.7 4.9
X X
X 0.1 /. C 0.1 0.1
Tabla X I: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Azul de timol) e interferente (Arsenazo I1) en la resolucion de la mezcla Azul de Timol-Arsenazo
I, apH = 0.9.
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

concentracion de analito se obtiene por interpolacién, hallando un valor para la concentracién

de analito en concordancia con el valor afadido.

Método de Adicion Estandar Concentracion de analitox | 6/ M

Réplica Parametro  AA(544,524)  Adadido  Cncontrado  Intervalo de

(CH confianza
axsa 0.051 £0.001 8.4 84 0.5
btsb (606+7) xIO
V 14x10'3
Test-i lineal
0.055+0.001 8.4 8.4 0.7
btsb (65+1) XIO2
. 24X103
Test-i lineal
0.054£0.002 8.4 8.3 0.9
bzs, (65+2) xI02
Sx 40x103
Test-i lineal
atsa 0.056+0.001 8.4 8.8 0.5
bxsb (640+9) xIO
Sk 1.6 XI0"3
Test-i lineal
atsa 0.054+0.001 8.4 8.7 0.6
btsb (620+9) x1O
Sx 1.7XI03
Test-i lineal
8.5
0.2

Tabla XI: Resultados obtenidos para la concentracién de analito (Azul de timol) en la mezcla Azul

de Timol-Arsenazo Ill, apH = 0.9, utilizando AA como sefiales analiticas.

Mezcla 6: Azul de Timol-Arsenazo ID, a pH = 12.00, separacion de maximos

de absorcion 0 nm.

Para esta mezcla, los maximos de absorcion de ambos reactivos a pH = 12.00 se

encuentran a 597 nm., como puede verse en la figura 16(f).

Aunque la superposicion es total, la diferencia en la forma de ambas bandas hace

posible la aplicacion del HPSAM, como se demuestra a continuacion.

90



Método de Adicién Estandar

Réplica Parametro 635 nm.

a 0.150
y b 10097.3
v 1.3XI10'3
Test-i lineal
a 0.150
. b 10087.1
Y 7x10'4
Test-i lineal
a 0.151
) b 10061.4
v 1.1x10 3
Test-i lineal
a 0.152
A b 10209.9
1.2X103
Test-i lineal
a 0.151
c b 10138.2
Vv 5.0x10 3
Test-i lineal

Tabla X111: Resultados obtenidos para las concentraciones de analito (Azul de timol) e interferente (Arsenazo Ill) en la resolucién de la mezcla Azul de Timol-

Arsenazo Ill, apH = 12.0.

Concentraciéon de analito x 106/ M

Encontrado Limite menor

555 nm. Afadido

0.192
18105.5
1.3X103
lineal

0.192
18064.5
1.2x10'3
lineal
0.194
18008.2
1.7x10-3
lineal
0.194
17992.0
1.4x10-3
lineal
0.194
17982.6
4.1 x10*3
lineal

5.58

5.58

5.58

5.58

5.58

. (CH
5.3

53

54

5.4

55

54

0.1

de
5.1

5.3+0.2

5.1

5.3+x0.2

52

5.4+0.2

52

5.4x0.2

54

5.5+0.1

Limite mayor

de
55

5.5

56

56

56

Parametro

a
b

Test-i

Concentracién de interferente X 106/ M

Ley de Beer
635 nm.
44X103
19704.2
2.7X103

lineal

- /pi
555 nm.
-3XI104 0.100
19893.0
1.6XI103
lineal
0.097
0.097
0.096
0.095
0.097
l. C

Apeiziso

4.54

4.54

4.54

4.54

4.54

Encontrado
635 nm. 555 nm.
4.9 5.0
4.7 4.9
4.7 4.9
4.7 4.9
4.6 4.8
4.7 4.9
0.1 0.1
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

La muestra se prepard conteniendo Arsenazo Ill en concentracion 4.54XI0'6 M, y
Azul de Timol en concentracién 5.58 x 10'6 M. Este ultimo era el analito, afadiéndose hasta

una concentracion de 33.48x10'6 M para aplicar el método.

Los valores de absorbancia de las diferentes disoluciones fueron medidos a 635 y 555
nm. En este caso es necesario para obtener buenos resultados utilizar un intervalo de

longitudes de onda superior a £10 nm.

Las concentraciones encontradas para analito e interferente vienen dadas en la tabla

XI1Il. Como puede verse, los resultados obtenidos son tanto exactos como precisos.

Método de Adicion Estandar Concentraciéon de analito xIO6/ M

Interval
Réplica Parametro  AA(555,635)  Afadido  contado Intervalo de

(C,) confianza
atsa 0.042+0.001 5.6 5.2 0.3
1 bzs, (801+£3)xIO
*x 7XI0"4
Test-t lineal
atsa 0.042+0.001 5.6 53 04
o btsb (798 +4) XIO
S 9xl04
Test-i lineal
atsa 0.042+0.001 5.6 54 04
Y bts, (795+£4)x10
Sx 9X10-4
Test-t lineal
atsa 0.042+0.001 5.6 54 0.5
T btsb (778 £5) XIO
Sk 1.2xI10'3
Test-t lineal
otsa 0.043+0.001 5.6 55 0.5
btsb (784 £4) x1O
’ 5 10x10'3
Test-i lineal
54
0.1

Tabla XIV: Resultados obtenidos para la concentracion de analito (Azul de timol) en la mezcla Azu

de timol-Arsenazo Ill, apH = 12.0, utilizando AA como sefiales analiticas.
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4.1.1.1.- ADICION SIMPLE DE ANALITO

Asimismo se aplic6 el método utilizando como sefial analitica el valor de AA,
obteniéndose una tnica recta de calibrado. Los resultados de la tabla XIV muestran que la

concentracion de analito es concordante con el valor afiadido.

Mixima separacién Mezcla
de las mezclas (am) ' 'I x? de Bartlett “ F de Snedecor '

Azul de timol/fndigo Carmin _
65 - Lineas a 555 nom Yoy = 6.22 F,, = 0.66
e Lineas a 535 nm Xoop = 8.47 Fop =179
Xoss(@) = 9.49 | F,55(8:28) =2.29
Rojo metilo/Rojo Congo
s gneas a 578 tm Xl = 1.38 F,, =212
neas a 558 nm Xy = 2.46 F,., = 0.96
Xloss(4) = 9.49 | F,,5(830) = 2.27
Rojo Metilo/Azul Timol
2 oo s 8 om | xoosm | Ao o 1%
ep ‘ ap ¢
Xoos(4) = 9.49 | F,,5(8;30) = 2.27
Rojo Metilo/Arsenazo III
Lineas a 528 nm X'ep = 0.05 F,., = 0.01
Lineas a 508 nm X'ep = 0.02 F_, =0.02
16 (A)
Lineas a 551 nm x’,‘]p ~0 F,, = 1.05
Lineas a 490 nm X'y = 0.04 F_, = 2.65
Xoos(1) = 3.84 | Fpu(2;6) = 5.14
Rojo Metilo/Arsenazo III
Lfneas a 528 nm Xy = 0.82° F,, =252
Lineas a 508 nm Yoy = 0.75 F,, =235
‘ 16 (B)
Lineas a 551 nm X' = 1.64 F.,, =173
Lineas a 490 nm xzaqp = 2.46 F,, =2.55
xloos(1) = 3.84 | Fyu(2;6) = 5.14
Azul de Timol/Arsenazo 111
(pH = 0.90)
11 Lineas a 544 nm Xy = 5.72 F., =1.99
Lineas a 524 nm Xoop = 1.12 F., = 0.53
xXloos(4) = 9.49 | F,,5(829) = 5.14
Azul de Timol/Arsenazo III
(H = 12.0)
0 Lineas a 635 nm Xep = 1.62 F, =233
Lineas a 555 nm X = 4.56 F., = 0.33
Xoos(4) = 9.49 | F,4(8;20) = 2.45

Tabla XV: Resultados obtenidos para el test de Bartlett de homogeneidad de las varianzas y para el

test de Snedecor de coincidencia de lineas para cada mezcla ensayada utilizando valores de absorbancia.
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

De este sexto ejemplo podemos concluir que el HPSAM permite cuantificar los dos
componenteé de una mezcla binaria, incluso ‘cuando el solapamiento del méaximo de las
correspondientes bandas de absorcién es total, eligiendo adecuadamente las longitudes de
onda de trabajo, siempre que la forma de los espectros sea diferente. Esta es una posibilidad

muy importante del método.

Mixima separacién
de las mezclas (nm) Mezcla %’ de Bartlett F de Snedecor

Azul de timol ww = 1.77 w = 1.76
65 .
Indigo Carmfn x20,95(4) =9.49 | F,,(8;18 = 2.51
, Rojo Metilo Xep = 2.60 F,, =2.18
50 :
Rojo Congo | x%es(4) = 9.49 | F,45(8;24) = 2.36
, Rojo Metilo Xep = 1.33 F., =0.10
27
Azul de Timol | % 4(4) = 9.49 | F,,(8:28) = 2.29
Rojo Metilo X oy = 4.64 F,, =0.70
16
Arsenazo III | x%s(3) = 7.82 | Fyu(6,12) = 3.00
Azul de Timol xzw = 9.00 F, =219
11
Arsenazo T | x%,55(4) = 9.49 | F,,5(8:29) = 2.28 ||
(H = 0.90)
Azul de Timol | ¥, = 1.11 F,, = 2.33
0
Arsenazo I | s%,5(4) = 9.49 | F,5(8;20) = 2.49
. (pH = 12.0)

Tabla XVI: Resultados obtenidos para el test de Bartlett de homogeneidad de las varianzas y puara el

test de Snedecor de coincidencia de lineas para cada mezcla ensayada utilizando valores de incrememto de

absorbancia.

Se estudid la hom.ogeneidad de la varianza de las rectas de calibrado obtenidas exn las
distintas longitudes de onda para todas las mezclas ensayadas, aplicando el test de Bartlett.
Como x?,, fue mayor que x°.,,. para todos los conjuntos de lineas rectas obtenidas (tablas XV
y XVI), las correspondientes varianzas eran homogéneas. El método de ANOVA tammbién
muestra que F,, es mayor que F_, en todos los casos, por lo que las diferentes rectas son

coincidentes para las distintas mezclas estudiadas.
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4.1.1.1ADICION SIMPLE DE ANALITO

En caso de no querer conocer la concentracion de interferente, la utilizacién del valor
de AA como sefal analitica permite obtener los mismos resultados, en exactitud y precision,
para la concentracion de analito que el uso de dos rectas de calibrado, con un menor esfuerzo
de calculo. En la tabla XV Il se muestran los errores relativos cometidos en la determinacion
del analito en las seis muestras estudiadas, donde también aparece la pendiente de la recta
del método de adicién estandar obtenida en cada caso, la absorbancia del interferente a las
dos longitudes de onda seleccionadas y la separacion entre maximos. Como puede
observarse, el error relativo no depende de la absorbancia del interferente, sino de la

pendiente de la recta de calibrado. Los resultados fueron muy satisfactorios.

Maxima separacién (nm) AH A Pendiente % Er

65 0.400 3382 5.3
50 0.354 17490 0.0
27 0.401 6642 2.7

16(A) 0.176

8913 -3.0

16(B) 0.230
1 0.139 6332 1.2
0 0.097 7912 -3.6

Tabla X VI: Error relativo cometido aplicando el HPSAM con valores de incremento de absorbancia

para las seis mezclas estudiadas.

Método de calibracién de un unico patrén

Los datos obtenidos de las seis mezclas fueron procesados segun la ecuacion (64) para
la utilizacién del método de calibracion de un Unico patron. Los resultados obtenidos
utilizando valores de AA se muestran en la tabla XVIII, donde asimismo aparecen las
concentraciones de analito encontrada en cada réplica, la concentracion media, la desviacion

estandar y el error relativo cometido en cada determinacion.

Los resultados obtenidos fueron lo bastante exactos y precisos para todas las muestras
ensayadas como para concluir que el HPSAM, utilizando AA como sefial analitica, puede ser

empleado satisfactoriamente en el trabajo de rutina.
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Maxima separacion (nm) ¢ -~ x 106M x 106/ M c x 10°/M 1 x 106 %Er

254 43, 36, 36, 40, 39 39 3 2.6
65 38.1 42, 37, 38, 40, 39 39 2 2.6
50.8 44, 38, 39, 41, 40 40 2 53
6.3 8.0, 8.6, 8.4, 8.0, 7.2 8.0 0.5 1.3
50 9.5 8.3,85,82,79,76 8.1 0.3 2.5
12.6 8.1, 85, 83,83,78 8.2 0.3 3.8
55 11.2, 12.2, 11.6, 10.2, 10.6 11.2 0.8 0.0
27 11.0 11.5, 11.5, 10.6, 10.6, 11.0 11.0 0.5 -1.8
16.6 11.4, 11.6, 11.4, 10.2, 10.8 111 0.6 -0.9
16 6.0 6.2, 6.0, 6.0, 6.1 6.1 0.1 1.7
11.9 5.7, 6.0, 5.9, 59 5.9 0.1 -1.7
5.6 7.8, 9.0, 9.0, 8.6, 7.9 8.5 0.6 1.2
1" 8.4 8.1,84,79, 84, 82 8.2 0.2 -2.3
11.2 8.2,89,7.9, 83, 83 8.3 0.4 -1.2
0 5.6 54,54, 55, 57,56 5.5 0.1 -1.8
11.2 54,53,55, 57,55 55 0.1 -1.8

Tabla XV 1lI: Resultados obtenidos por el HPSAM utilizando valores de AA para el método de calibracién de un Unico patrén, para las seis mezclas analizadas.



~4.1.1.1.- ADICION SIMPLE DE ANALITO

4.1.1.1.4.- Determinacién espectrofotométrica de fenol y o-cresol.
Procedimiento experimental:

El fenol y el o-cresol estin disponibles comercialmente en un nimero de grados que

generalmente indican el minimo contenido nominal del fenol.

El HPSAM fue aplicado al grado comercial 82 en fenol y 50 en o-cresol. La
resolucion espectrofotométrica de estas mezclas resulta dificil, debido a que las bandas de
absorcion, en medio 0.1 M en hidréxido sédico, aparecen a 234 y 287 nm. para el fenol, y
a 237 y 289 nm. para el o-cresol, y las absortividades de ambos compuestos aromaticos

presentas valores similares (figura 20).

Para el estudio de estas mezclas se prepararon muestras simuladas de la misma
composicién que el grado 82 en fenol (84:16 fenol:o-cresol) y 50 en o-cresol (49:49:2
fenol:o-cresol:m/p-cresol/2,6-xilenol), a partir de fenol y o-cresol de calidad reactivo
analitico, que se diluyé apropiadamente. No se utilizaron el m-/p-cresol ni el 2,6-xilenol,
debido a que su contribucién al espectro interferente en la zona del espectro de interés es

pequefia y constante, debido a su extrema dilucién.

El método de adicion estidndar se aplicé a muestras preparadas conteniendo 3.1 mg/L
de fenol y originalmente 0.6 mg/L de o-cresol, siendo el analito este Gltimo, y afiadiéndolo
hasta una concentracion de 6.5 mg/L. Todas las disoluciones fueron preparadas en medio 0.1
M en hidréxido sédico. Los valores de la absorbancia fueron medidos en el intervalo de
longitudes de onda de 224-244 nm., correspondientes al primer maximo de absorcién del

fenol y o-cresol.

Se estudi6 asimismo otra muestra preparada con 10.6 mg/L de fenol y originalmente
2.1 mg/L de o-cresol, siendo este tltimo el analito, y afiadiéndolo hasta una concentracién
de 23.5 mg/L. Todas las disoluciones fueron preparadas en medio 0.1 M en hidréxido

sédico. Los valores de la absorbancia fueron medidos en el intervalo de longitudes de onda
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Figura 20: Coeficientes de absortividad molar delfenol y o-cresol en medio NaOH 0.1 M.

de 275-302 nm., correspondientes al segundo maximo de absorcién de estos hidrocarburos

aromaticos.

Para determinar el grado comercial 50 % en o-cresol se prepard de manera semejante
una muestra que contenia 2.0 mg/L de o-cresol y 2.0 mg/L de fenol, siendo el analito este
ultimo, y afiadiéndolo hasta una concentracion de 9.1 mg/L. Todas las disoluciones fueron
preparadas en medio 0.1 M en hidréxido sodico, y los valores de la absorbancia fueron

«medidos en el rango de longitudes de onda de 224-244 nm.

Todas las medidas se realizaron en el espectrofotometro Shimadzu, registrando los

valores de absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas.

Se realizaron tres réplicas de cada muestra.

Resultados:

Los porcentajes de peso encontrados para el fenol y el o-cresol en la muestra de grado
82 vienen dados en la tabla X1X. Los valores del % en peso del o-cresol fueron obtenidos

a partir del valor de CH, y los valores del % en peso del fenol a partir del valor de AHy de
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su ley de Beer a las correspondientes longitudes de onda. Los resultados encontrados estan
en buena concordancia con los afadidos, a pesar de la alta proporcion interferente/analito y

la pequefa separacion entre los maximos de absorcion de ambos fenoles.

Fenol %(peso) 0-Cresol %(peso)
Grado
comercial  .oogido X medidas o098 hadido X medidas  Cnnoad en-
encontrada contrada
238,230 83 + 1 238,230 16 + 1
82 84.0 241,226 83 = 1 16.0 241,226 165 £+ 05
297,275 82 + 1 297,275 17 = 1

Tabla XI1X: Composicion y resultados obtenidos utilizando el método de adicion estandar del punto H

al grado comercial 82 delfenol.

Para aplicar el método utilizando valores de AA se eligieron dos pares de longitudes
de onda para cada grado comercial. En el caso del 82%, se consideré al fenol como
interferente, y en el 50%, el o-cresol. Los resultados fueron buenos para todos los casos
estudiados, como se ve en la tabla XX. El tanto por ciento de error relativo en la determina-
cion de la concentracion de analito fue siempre menor del 10%, en ambos grados comerciales

estudiados.

grado comercial analito % peso X medidas Grootah i

238,230 16 + 1

82 i '
o-cresol 160 226,241 165 + 0.6
234,239 495 + 05

50 fenol . ’
eno 49.0 229,243 49.0 + 05

Tabla XX: Resultados obtenidos por el HPSAM utilizando valores de AA como sefiales analiticas, para

los dos grados comerciales delfenol estudiados.

La aplicacion del método a estas mezclas permite mejorar las posibilidades de este
meétodo espectrofotométrico de determinacién a la hora de aumentar su selectividad. Los
métodos de determinacion espectrofotométricos para fenoles basados en su espectro de
absorcidon ultravioleta se usan para cuantificar cantidades totales de fenoles en productos

petroquimicos, aguas para consumo y oxidantes fendlicos [Svehia,86].
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4.1.1.1.5.- Estudio espectrofluorimétrico de mezclas fenol/o-cresol

En este apartado se muestra la aplicacién del HPSAM utilizando medidas de
fluorescencia sincrénicas. La determinacion seleccionada ha sido la resolucién de mezclas
binarias fenol/o-cresol en medio acuoso, como representativas de especies marcadamente
solapadas y en donde la banda de emisién Raman del disolvente solapa la sefial de interés.
Para eliminar esta interferencia del blanco se ha descrito en la bibliografia /Naley, 83 el cambio
de longitud de onda de excitacién a valores menores que el Optimo, con el consiguiente
descenso en la sefial de fluorescencia, y por tanto el aumento de los limites de deteccién (100
ppb para el fenol y 84 ppb para el o-cresol). La utilizacién de fluorescencia sincrénica
permite la resolucién de mezclas binarias fenol/o-cresol, eliminando la sefial debida al

blanco.

Procedimiento experimental:

Los calibrados de fenol y o-cresol se prepararon para dar concentraciones finales en
el intervalo 0.0-250.0 ppb para el fenol y 0.0-300.0 ppb para el o-cresol, en medio tamp6n
fosfato pH = 7.0.

Las muestras sintéticas se prepararon conteniendo 49.7 ppb de fenol y 49.5 ppb de
o-cresol, y se realizd la adicién estindar de fenol (hasta 200.0 ppb) y de o-cresol (hasta
250.0 ppb). Se afiadié 2.5 mL de tampén fosfato, y el volumen final fue asimismo de 25 mL.

Las réplicas de los calibrados y las muestras se midieron en diferentes dias.

La temperatura de la celda se mantuvo constante a 20.0 + 0.1 °C.

Todas las disoluciones se midieron en el espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50, a

una velocidad de barrido de 60 nm/min.
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Figura 21: Eje izquierdo:
Pendientes de las rectas de calibrado de excitacion y emisién, en medio acuoso a pH =
7.0 (tampon fosfato), para:

a) - Fenol (X* de 230 a 290 nm; X* = 300 nm; X" de 276 a 370 nm;
Xec = 270 nm)

b) —— o-cresol (X” de 2302290 nm; X* = 303 nm; X" de 278 a 370 nm;
XA = 272 nm)

Eje derecho:

C)-°*- ¢ Espectro de emision para el agua/tampoén fosfato (pH = 7.0) (X* de

282 a 370 nm; X" = 270 nm)

Resultados:

En disolucién acuosa a pH = 7.0, el fenol presenta un maximo de excitacién a 270
nm. y el o-cresol a 272 nm. Excitando a estas longitudes de onda, el fenol presenta un
maximo de emision a 299 nm. y el o-cresol a 302 nm., como se ve en la figura 21 (eje
izquierdo). En dicha figura se muestra la pendiente de las curvas de calibrado de excitacién
y emision para el fenol y el o-cresol. De esta manera no se enmascara la banda de emisién
Raman del disolvente en el espectro del analito. Como se puede observar, existe un gran

solapamiento entre ambos espectros.

En estas condiciones experimentales, como se muestra en la figura 21 (eje derecho),

la banda de emision Raman del disolvente solapa completamente con los maximos de emision
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Figura 22: Eje izquierdo:
Pendientes de las rectas de calibrado defluorescencia sincrénica (con AX = 18 nm.)
en medio acuoso apH = 7.0 (tampdnfosfato), para:

a) ------m-e- fenol.

o) IS o-cresol.

Eje derecho:

0 e Espectro defluorescencia sincrénica para el agua/tamponfosfato (pH
= 7.0).

de los analitos. /zPara probar la aplicabilidad del HPSAM en la resoluciéon espectrofluo-
rimétrica de mezclas binarias de fenol y o-cresol, hay que eliminar la contribucion del
blanco. Para ello se probd si la fluorescencia sincrénica podia eliminar dicha sefal. Se
ensayaron AX de 9 a 42 nm., siendo los mejores resultados los obtenidos al utilizar un AX
& 18 nm., tal y como se muestra en la figura 22 (eje derecho), donde la banda de emision
Raman para el disolvente ha sido practicamente eliminada. En estas condiciones, el fenol y
el o-cresol presentan el comportamiento espectral descrito en la figura 22 (eje izquierdo).
Hay que resefiar que la sensibilidad obtenida es muy parecida a la obtenida utilizando

fluorescencia de emision (figura 21).

Seleccionado el AX o6ptimo para llevar a cabo la determinacidon, se prepararon
muestras binarias sintéticas que contenian 49.7 ppb de fenol y 49.5 ppb de o-cresol. Ambos
se utilizaron como analitos e interferentes para comprobar si existia diferencias en los
resultados obtenidos. Los pares de longitudes de onda seleccionados se muestran en la tabla
XXI cuando se considera al o-cresol como analito y en la tabla XXII cuando el analito es el

fenol. Las concentraciones encontradas en ambos casos se muestran en las mismas tablas.
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Resultados obtenidos para el analito (o-cresol) / ppb
X,/ X*Inm.

Réplica  270.0/276.5 270.5/276.0 271.5/275.5 272.0/275.0 272.5/274.5 (x £ i,)/ppb Yosr %Er

1 49.99 50.91 43.86 48.00 52.82 491 + 34 6.95 -0.75
2 54.99 55.94 50.59 52.56 55.78 540 + 23 4.31 9.05
3 53.07 54.87 45.69 47.90 52.10 50.7 + 3.8 4.50 2.51

media 513 + 2.5 4.82 3.60

Resultados obtenidos para el interferente (fenol) / ppb
X,/ X*Inm.

Réplica  270.0/276.5  270.5/276.0  271.5/275.5  272.0/275.0  272.5/274.5 (x + s*)ippb %BV %Er

1 47.57/46.71 47.19/46.01 52.52/52.48 49.22/48.98 45.26/45.00 48.1 + 2.7 5.62 -3.24
2 46.43/45.56 45.69/44 .51 49.21/49.12 47.71/47.45 45.21/44.94 46.6 = 1.7 3.66 -6.28
3 46.50/45.63 45.28/44.10 52.23/52.19 50.51/50.29 47.20/46.94 481 £ 3.0 6.17 -3.24

media 476 = 0.9 1.83 -4.25

Tabla XXI: Resultados obtenidos para la resolucién de una mezclafenol (49.7 ppb)/o-cresol (49.5 ppb), usando el HPSAM confluorescencia sincrénica (AX =

18 nm.), cuando el o-cresol es considerado como analito y elfenol como interferente.
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Réplica
1
2

Réplica
1
2
3

263.0/284.0
48.48
53.38

50.19

263.0/284.0
48.83/48.15
44.38/43.63
48.26/47.57

Resultados obtenidos

263.5/283.5
48.27
52.30

49.61

Resultados obtenidos para

263.5/283.5
49.83/48.56
45.61/44.37

49.08/47.82

Xi\kknm.
271.5/278.0
47.55
46.90

55.95

X,/X*Inm.
271.5/278.0
51.93/51.21
53.27/52.57
39.96/39.04

para el analito (fenol) / ppb

273.0/277.0
48.30
48.71

43.14

el interferente (o-cresol) / ppb

273.0/277.0
51.12/50.86
51.36/51.11

56.58/56.40

18 nm.), cuando elfenol es considerado como analito y el o-cresol como interferente.

274.5/276.0

52.74
53.19
43.09

media

274.5/276.0
45.48/45.59
45.78/45.90
56.86/57.05

media

+

(x £ s™)/ppb
491 + 21
50.9 + 2.9
48.4 + 5.4

495 = 13

(x £ J,)ppb
492 £+ 2.3
478 £+ 3.8
499 + 6.8

489 + 1.0

Yosr
4.25
5.74
11.20
2.62

Y%osr
4.64
7.94
13.64

%Er
-1.27
2.41
-2.62

-0.48

%Er
-0.67
-3.41
0.75

-1.11

Tabla XX|I: Resultados obtenidos para la resoluciéon de una mezclafenol (49.7 ppb)/o-cresol (49.5 ppb), usando el HPSAM confluorescencia sincrénica (AX
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Los resultados muestran una gran exactitud y precisién, no habiendo diferencias
estadisticas entre ambos métodos /Miller,93]. Las varianzas son homogéneas, puesto que F,,
< F,4(2;2) = 19.00, siendo F,,. 2.09 y 6.25 cuando el analito es el fenol y el o-cresol
respectivamente. Las medias no serian iguales si 7, > t,4(4) = 2.776. Para ambos
procedimientos 7, es 2.077 y 1.547 cuando el analito es el fenol y el o-cresol respectiva-

mente. Por tanto las medias son estadisticamente iguales.
4.1.1.1.6.- Conclusiones.

De todo este estudio se concluye que desde el punto de vista practico es igual de

poderoso en la determinacién del analito el método de adicion estdndar del punto H que
| utiliza como seiial analitica la absorbancia que el que utiliza incrementos de absorbancia. Este
método puede utilizarse siempre que no sea necesario la determinacién del interferente,
ganando en sencillez. También, y de una forma clara, queda totalmente establecido que el
incremento de absorbancia obtenido de acuerdo con las bases del método estd tnica y
exclusivamente relacionado con la concentracién de analito, principio bésico en el que se

apoya el método propuesto.

Destacar ademés que ambas posibilidades del método resuelven con éxito situaciones
dificiles desde el punto de vista analitico, y proporcionan resultados satisfactorios en un
ampho margen de situaciones espectrofotometrlcas siendo superior a la espectroscopia
derlvatxva y conseguiéndolo de una forma sencilla y rapida. También queda reflejado como
el método es capaz de transformar los errores incorregibles debidos a la presencia de un
interferente directo, en errores corregibles de tipo constante, de lo que se deriva que la
concentracién analitica se calcula exenta de cualquier tipo de error sistematico, debido a las
propiedades intrinsecas del método de adici6n estdndar para eliminar ademds los errores de

tipo proporcional.

Se ha demostrado asimismo que las bases del HPSAM son extensibles a determinacio-
nes espectrofluorimétricas, permitiendo la resolucién de mezclas binarias. Estas ventajas se
han demostrado particularmente dtiles en la determinacién de fenol y o-cresol, donde el

método proporciona buenos resultados, sin la pérdida de sensibilidad que la metodologia
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usual propone (cambio de la longitud de onda de excitacién a valores menores), ni la

necesidad de técnicas de separacion.

106



4.1.1.2.- DOBLE ADICION DE ANALITO

4.1.1.2.- DOBLE ADICION DE ANALITO.

Esta variante del HPSAM permite la resolucion de mezclas binarias de X e Y
realizando la adicion estdndar simultinea de ambas especies, obteniéndose su concentracién
en la mﬁestra a partir de una tnica serie de calibrado. Los datos necesarios para aplicar el
método son las sefiales analiticas de la muestra y de la muestra a la que se han adicionado

cantidades conocidas de X e Y, a las longitudes de onda previamente seleccionadas.
4.1.1.2.1.- Fundamentos tedricos.

La aplicacién del método para obtener la concentracién de X en la muestra requiere
la seleccion de longitudes de onda \; y A, en las cuales se cumpla que la especie Y presente

la misma absorbancia (figura 23):
Ay,; = Ay (70)

. . . . Cy :
La relacién de concentraciones afiadidas de especies X e Y, —,€s la misma en todas
X

las disoluciones preparadas para aplicar el método (puesto que la adici6n se realiza a partir
4 .

de una mezcla patrén de ambos). Por lo tanto, las ecuaciones de las rectas que describen la
sefial analitica de las sucesivas adiciones estindar por aplicacién del HPSAM frente a la

concentracion afiadida de analito X a las longitudes de onda seleccionadas seran (figura 24):

Para N: 4; = Ay ;+ Ay, + My , X Cx + M, , X C} =

s J
Ci
o - . .
=dy ;+ Ay v+ My ;X Cx+ M, , X = X Cy =
» ’ 1
X

Cy
Cx

X.,j

=Ay ;+ Ay ; + [M X M“] X Cy; (i=0,1,...,n) (71)
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O

i \'4
J Longitud de onda J

Figura 23: Espectros de los analitos X e Y, y de la muestra S.

Para \k Ak =Ax k+ Ay k+ Mx k xCk + MY k x CV -

=4.* +«*.* xa HW4Ax* xci
(69

o owv NCX(ID, (72)

donde * y Ak son las sefiales analiticas medidas a las dos longitudes de onda previamente
seleccionadas; Axtj , AJfj , Ax>ky Ay tkson las sefiales debidas a las especies X e Y alas

longitudes de onda X y |\ ken la disolucion que solo contiene muestra; Mx 7y MYj y Mx k
y MY kson las pendientes debidas a la adicién de X e Y en las rectas obtenidas aX, y |\ k Cx
y CY son las concentraciones de X e Y anadidas en la disolucién i; n es el numero de
adiciones realizadas. Cuando i = O se tiene la disolucién que solo contiene muestra. Para
cualesquiera dos longitudes de onda que cumplan la condicion de presentar la misma
absorbancia para la especie Y son extensibles las ecuaciones descritas, por lo que para un

problema dado siempre se pueden obtener varias estimaciones de la concentracion.
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-C/‘(X’ Conc. afiadida de analito,

Figura 24: Rectas obtenidas por aplicacion del HPSAM con doble adicién de analito.

Si se representa la sefal analitica a las dos longitudes de onda X y \ k frente a la

concentracion afiadida de analito X, se obtienen dos lineas rectas, con ordenadas en el o rigen; + AVtJ

C1 C’
y Ax >k + Ay >ky pendientes Mx .+ — x My .y Mx k+ —r x Kk Las pendientes
Cx Cx

obtenidas son las mismas que se obtendrian si la adicion se realizara con analito X sélo, con
4a suma de una constante, que depende de la concentracion relativa de cada especie en el
patron y de la sefal analitica de la especie Y a las longitudes de onda seleccionadas. Ambas
lineas intérsectan en el punto H, de coordenadas (-CHX, AHY), donde CHX es la concentra-

cion de analito X en la muestra. Si operamos en las ecuaciones (71) y (72), y teniendo en

cuenta que Ay j = Ay k, y que por tanto My . = My k (ecuacion 70):

de donde:
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o WA, -8 AL s
HX) — i -
C,; Mx,k 'Mx,'
(MX,,C—MX,J.)+_C_; X M, ,-M, ) ’
X

Crao=Cy’ es la concentracién de analito X en la muestra, puesto que la ecuacién (74)

depende s6lo de variables relacionadas con el analito, y es equivalente a las siguientes

expresiones:
_C = Ag"’ ~ A)of'k = _A}(;,j = _Ag’k . (75)
H® Mx,k-MX,j Mx,j Mx,k

Por tanto, el error incorregible debido a la presencia de un interferente, y a pesar de
que su concentracién no es constante a lo largo de las distintas disoluciones, ha sido
transformado en un error sistematico constante, que es ficilmente evaluable, como las bases
teéricas del HPSAM predicen. En efecto, si se sustituye el valor de la ecuacién (75) en las

ecuaciones (71) 6 (73), se puede demostrar que A, equivale a:

Cl’
=A‘})',k - ——}-’ XMY,k X C

0
=Ay ; - — XM X C, H

Y,j HX)

(76)
Ci Cx

Del mismo modo que para la especie X, se pueden derivar las siguientes expresiones
para la determinaci6n de Y, seleccionado dos longitudes de onda A, y .. donde la especie

X presente la misma seifial analitica:

Ay . = Ay , @)

De manera analoga a las expresiones (74) .y (76) se obtiene que:

AS . - A ..
_C - Y,j Y.,k 78
Hn M,,,k. - My,j. (78)
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Cx
Cy

Cx

il x C
Cy

XM HY)

X, k"

x C (79

%} HY)

HoD XM,

0 — A9 _
=AX,j' - X,j' —Ax,k'

donde Cyy,=Cy’ es la concentracién de analito Y en la muestra.

La precisién de los resultados obtenidos depende del valor del denominador en las

ecuaciones (74) y (78). Cuanto mas alto sea dicho valor, mayor serd la precisién obtenida.
Ademds, la precisién también dependerd de la relacion entre _(.:-"-' y la composicioén de la
: . i v

muestra.
4.1.1.2.2.- Estudio de diferentes mezclas fenol/o-cresol.

Como ya ha sido mencionado anteriormente, el fenol y el o-cresol, en medio bésico,
presentan espectros de absorcion fuertemente solapados. Son por tanto un buen ejemplo para

estudiar la aplicabilidad del método propuesto.
Procedimiento experiinental.

Se prepararon disoluciones patrén de 1000 ppm de fenol y o-cresol, a partir de las
‘cuales se prepararon las muestras sintéticas y las adiciones. Todas las disoluciones fueron
preparadas en un medio 0.1 M en NaOH, y medidas, cada 0.2 nm., entre 220 y 310 nm. en

el espectréfotémetro Perkin Elmer Lambda 16.
Resultados.

Para comprobar la aplicabilidad de HPSAM se prepararon tres situaciones
experimentales diferentes. En la tabla XXIII se da la composicién de cada una de las
mliestras, asi como el intervalo de concentraciones afiadidas para cada uno de los analitos.
Las muestras B y C tienen la misma composicién, pero no asf el patrén afiadido. Se pretende

estudiar de esta forma la influencia que tiene en el resultado obtenido tanto la diferencia de
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Lengtud de cnda / Longitud de onda / nm.

Figura 25: Espectros de: a)Muestra A (1.-muestra; 2:fenol; 3:0-cresol)
b)Muestras B y C (1.-muestra; 2.-fenol; 3:0-cresol)
Composiciones en tabla XXIII

MUESTRA A B C
C(fenol)x 109M 3.43 8.57 8.57
C(o-cresol) x 109M 2.99 1.50 1.50

C(fenol) afiadida x 109M 0-4.28 0-4.28 0-10.71

C(o-cresol) afiadida x 105M 0-3.74 0-3.74 0-1.87

Tabla XX 111: Composicion de las tres muestras ensayadas, e intervalo de concentraciones de analito

anadidas en la adicién estandar.

. . . C1
«concentraciones de ambas especies en la muestra, como la del cociente — en el patréon

preparado con respecto a la concentracion de analitos en la muestra. Los espectros resultantes

se muestran en la figura 25.

Para aplicar el método hay que encontrar pares de longitudes de onda donde cada
especie presente la misma absorbancia. Para ello se prepararon series de calibrados de fenol
y de o-cresol puros. Con los datos de alli obtenidos, se seleccionaron pares de longitudes de
onda donde ambos presentasen la misma absorbancia, de acuerdo con las ecuaciones (70) y
(77). Dado el elevado numero de puntos registrados, se obtuvieron una gran cantidad de

pares de longitudes de onda donde se cumplia dicho requisito.
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Wisco-

o 10—

0 9 0 D 20 250 300 350 400
. Numero de puntos (ordenados)
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Figura 26: Representacion del valor del incremento de pendiente como funcion del nimero de pares d
e longitudes de onda seleccionadas para:

a) fenol.

b)o-cresol.

La optimizacién de la sefial de medida se realiza siguiendo el criterio de que se
obtenga el maximo valor del denominador en las ecuaciones (74) y (78). Estas ecuaciones
pueden entenderse como un cociente de un incremento de absorbancia, AA, y un incremento
de pendientes, AM. AM depende de las caracteristicas espectrales del analito e interferente,
mientras que AA también depende de la concentracion de analito en la muestra. En la figura
26 se ha representado, para ambos analitos, el valor del incremento de pendiente (incremento
de absortividad molar) para cada par de longitudes de onda, ordenados de forma decreciente.
Es facil observar que existe un numero critico (ochenta puntos para el fenol y setenta y tres
para el o-cresol), a partir del cual el valor de dicho incremento es tan pequefio que no
servirian para obtener buenos resultados.

*

Para optimizar el mejor numero de pares de longitudes de onda con los que trabajar,
se estudié la diferencia en los resultados obtenidos seleccionando diferentes ndmeros. En la
tabla XXI1V se presenta el caso de la muestra A y en la tabla XXV los obtenidos para las
muestra B y C. Se puede deducir facilmente que no existen diferencias entre seleccionar
todos los pares o s6lo un numero mas pequefo. Por tanto, y para simplificar los calculos,
se podria trabajar con valores de incremento de pendiente mayores de 2500 LxmoLxcm 1

para el fenol (once puntos) y 2000 Lxm oL xcm 1para el o-cresol (cuatro puntos).

Se debe resefar que los resultados para la muestra A, donde ambas especies presentan
similares valores de absorbancia, son altamente exactos y precisos, a pesar del gran

solapamiento espectral que presentan.
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DETERMINACION DE FENOL

Numero Incremento minimo de (Conc. media + desviacion % error %

de puntos pendiente /(Lxmol'iIxcm") estandar) x 109M relativo R.S.D
11 2500 3.44 + 0.06 0.43 1.53
41 2000 3.45 + 0.05 0.55 1.33
62 1500 3.44 + 0.04 0.34 1.13
77 1000 3.43 £ 0.05 0.22 1.42
80 862 343 + 0.05 0.12 1.53

DETERMINACION DE o-CRESOL

Numero Incremento minimo de (Conc. media + desviacion % error %

de puntos  pendiente / (Lxm ol1xcm") estandar) x 109M relativo R.S.D
4 2000 3.02 £ 0.03 0.79 1.01
44 1500 3.05 £ 0.03 2.02 1.01
71 1000 3.06 + 0.04 2.33 1.31
73 939 3.06 + 0.04 2.42 1.21

Tabla XX1V: Resultados obtenidos para la muestra A (tres réplicas), usando diferente nimero de

longitudes de onda para calcular las concentraciones.

En las muestras B y C, donde existe una mayor diferencia de concentraciones entre
ambas especies, y por tanto una mayor diferencia de absorbancias, los resultados obtenidos
para el fenol, la especie mayoritaria, son buenos en ambos casos, como era de esperar. En
cuanto al o-cresol, cuya contribucion a la sefial analitica es menor, se obtienen errores
relativos mayores. Sin embargo, el valor obtenido comprende al valor real con unos limites
de confianza del 95%. Hay que resaltar por ultimo que para la muestra C, donde la
composicion del patrén es mas parecida a la de la muestra que en la muestra B, la desviacion
estandar de los resultados obtenidos es aproximadamente la mitad. Se deduce por tanto que
cuanto mas cercanas sean las composiciones de la muestra y del patrén, se obtendran
resultados mas precisos. Ello puede resultar de utilidad cuando se estudian muestras donde
existe una gran diferencia en la contribucion de cada especie a la sefal analitica total, como

es el caso de la estudiada.
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MUESTRA B: DETERMINACION DE FENOL

% error %
relativo R.S.D

Numero Incremento minimo de
de puntos pendiente /(Lxmol'Ixcm')

(Conc. media + desviacion
estandar) x 109M

11 2500 8.39 + 0.20 -2.10 2.33
41 2000 8.45 + 0.19 -1.40 2.30
62 1500 8.47 + 0.21 -1.17 2.51
7 1000 8.52 + 0.20 -0.58 2.37
80 862 8.56 + 0.18 -0.12 215

DETERMINACION DE o-CRESOL

% error %
relativo R.S.D

Numero Incremento minimo de
de puntos pendiente /(Lxm ol1xcm 9

(Conc. media + desviacion
estandar) x 109M

4 2000 1.66 + 0.21 10.67 12.91

44 1500 1.50 £+ 0.23 0.00 15.13

4 1000 1.50 = 0.26 0.00 17.19

73 939 149 = 0.27 -0.67 18.13
STRA C: DETERMINACION DE FENOL

Numero Incremento minimo de
de puntos pendiente /(Lxm olixcm 9

% error %
relativo R.S.D

(Conc. media + desviacion
estandar) x 109M

1 2500 8.62 + 0.13 0.58 1.53
41 2000 8.57 + 0.16 0.00 1.83
62 1500 8.57 + 0.15 0.00 1.77
7 1000 8.58 + 0.19 0.12 2.16
80 862 8.57 + 0.20 0.00 2.36

DETERMINACION DE o-CRESOL

Namero Incremento minimo de (Conc. media + desviacion % error %

de puntos pendiente /(Lxm olixcm'Y) estandar) x 105M relativo R.S.D
4 2000 1.66 + 0.11 10.67 6.52
44 1500 1.65 + 0.08 10.00 4.78
71 1000 1.72 £ 0.13 14.67 7.42
73 939 1.73 + 0.12 15.33 7.04

Tabla XXV: Resultados obtenidos para las muestras By C (tres réplicas), usando diferente nimero

de longitudes de onda para calcular las concentraciones.
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

Como se ha mencionado, el A4 depende de la concentraciéin de analito, por lo que
a continuacién se realizard un estudio para determinar su influeencia en la precisién y

exactitud de los resultados.

Para ello, las ecuaciones (74) y (78) se pueden reescribir como:

c-4/M 80)
AM
de donde:
2 2 2
Se| o | Sas| 4 |Zam (81
C AA AM -
siendo
Saq = sjj + si 82)
y
S = S, *+ Su, (83)

las correspondientes varianzas, C la concentracion de analito y s, ssu desviacion estidndar.

, 5
- De acuerdo con los resultados obtenidos, -2 =0.01 y s,, =s, . Por tanto, y para
M A

. . s . e
diferentes.valores de s, e AA, los valores del cociente ?C seran difeerentes, como se muestra

en la figura 27. De dicha figura se deduce que existe un valor dec A4 a partir del cual la
varianza de los resultados obtenidos puede suponerse constante. $Si fijamos un valor para

Sc

Yo = 0.05, es decir, que la imprecisién de los resultados obtemidos sea menor del 5%

(requisito habitual), se tiene que A4=0.02 si 5,=1%103% AA1=0.06 si s,=3X%102 o
AA=0.095 si 5,=5X%10>.
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0.20

0.00
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80

Figura 27: Graficas obtenidas representando sc/C vs AA para a)sA= 103 b) sSA= 3xW 3y ¢
A= 5xias

. . . ec
Si representamos los valores obtenidos para el cociente — (ec es el error absoluto

cometido para cada determinaciéon individual) para las tres muestras ensayadas y los dos
analitos que las componen, se obtiene la figura 28. Puede observarse que el fenol esta
siempre bien estimado, pues sus valores de AA son siempre lo suficientemente elevados. En
cuanto a los resultados obtenidos para el o-cresol, los de la muestra A son mejores que los
MAe las muestras B y C, debido al mayor valor de AA que presenta en dicha muestra. Sin
embargo, la estimacion de dicho compuesto es aceptable para las muestras B y C, (tabla

XXV), aunque estemos cerca del limite de aplicabilidad del método.

Cuando se sabe que el procedimiento no esta afectado de efecto matriz, la
metodologia expuesta puede ser simplificada, sin necesidad de efectuar la adicion estandar,
utilizando como la ecuacion (74) para la especie X y la ecuacidon (78) para la especie Y.
Como valores de AA se utilizan los medidos para la muestra y para AM los obtenidos para
las rectas de calibrado de las especies puras. Los resultados obtenidos aplicando este criterio
se muestran en la tabla XXV, de donde se deduce, comparandolos con los de tabla XXIV
y XXV, que los resultados tienen una mayor dispersién. Cuando las sefales analiticas son

del mismo orden para ambas especies, no existe gran diferencia entre la aplicacion de ambos
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Figura 28: Graficas obtenidas representando ec/C vs AA para: a)fenol en la muestraA; b)fenol en la muestra B; c)fenol en la muestra C; d) o-cresol en la muestra

A; e) o-cresol en la muestra B y e) o-cresol en la muestra C. Con linea continua se ha remarcado el valor de s¢/C para SA= 5xW 3
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Figura 29: Residuales obtenidos para la
determinacién multicomponente en las tres muestras
ensayadas.

métodos, pero si una especie contribuye mucho mas que la otra, los resultados obtenidos para

la especie minoritaria estaran afectados de mayor error.

Por otro lado se aplicé la calibracién multivariada a las muestras, utilizando los 451

puntos medidos. Los resultados se dan en la tabla XXVII. La figura 29 representa los

«residuales obtenidos aplicando el método multivariado a las tres muestras, no obteniéndose

residuales mayores de 0.01 u.a. en ningun caso. Esto nos haria suponer una buena exactitud

en los resultados obtenidos. Sin embargo, dichos valores son peores que los obtenidos por

el HPSAM con doble adicion (tablas XXIV y XXV), incluso con valores de e (tabla XV1I).

La exactitud mejora extraordinariamente para el o-cresol en las muestras B y C.
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(Conc. media = desviacion

%Error relativo R.S.D.
estandar) x 109M ° W

MUESTRA ANALITO

fenol 3.56 + 0.13 3.79 3.53
A o-cresol 3.06 + 0.12 2.27 3.82
fenol 8.60 + 0.28 0.40 3.24
. o-cresol 1.72 £ 0.28 15.24 16.23
fenol 8.59 + 0.45 0.19 5.22
c o-cresol 1.80 + 0.45 20.39 2517

Tabla XXV I: Resultados obtenidos para las muestras A, By C (tres réplicas de cada), utilizando once
pares de longitudes de onda para calcular la concentracién defenol y cuatro pares para calcular el o-cresol,

sin utilizar el método de la adicién estandar.

(Conc. media * desviaciéon

MUESTRA ANALITO estandar) x 105M

%Error relativo R.S.D.

fenol 3.16 + 0.10 -7.76 3.05
A o-cresol 342 + 0.10 14.37 2.96
fenol 7.74 + 0.22 -9.72 2.89
B o-cresol 258 + 0.26 72.73 10.04
fenol 7.71 + 040 -10.00 5.14
c o-cresol 261 = 0.38 74.40 14.44

Tabla XX VII: Resultados obtenidospara las tres muestras (tres réplicas de cada), utilizando determina-

cién multicomponente.

4.1.1.2.3.- Conclusiones.

Se ha demostrado que el HPSAM permite cuantificar los dos analitos de una mezcla
binaria efectuando la adicién estandar simultanea de ambas especies. Los pares de longitudes
de onda con los que trabajar se seleccionan facilmente, y pueden ser optimizados para
obtener los resultados mas precisos. Las muestras ensayadas como ejemplos, mezclas binarias
de fenol y o-cresol, con espectros fuertemente solapados, demuestran que se obtienen

resultados exactos y precisos, incluso en los casos mas desfavorables en donde la sefal
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analitica de una de las especies es mucho menor que la de la otra. En estos casos, una
adecuada eleccidn de la concentracion del patrén puede mejorar la precisién de los resultados

obtenidos. Los resultados del HPSAM son mejores que los que se obtienen aplicando

calibracion multivariada.
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4.1.1.3.- APLICACION A SISTEMAS DINAMICOS: CLAR.

Cuando la superposicion de sefiales cromatogréficas no puede eliminarse ficilmente
mediante la modificacién de los pardmetros experimentales que gobiernan la separacion, tales
como la columna, naturaleza del eluyente, etc., se puede intentar recurrir a la resolucion

matematica de las mismas.

Este tipo de alternativas, que son derivadas de las que se reflejan en el apartado de
introduccién, han experimentado un notable desarrollo durante los tltimos afios, debido a la
proliferacion de los sistemas de deteccién multicanal, que han permitido obtener y almacenar
informacion exhaustiva de cada muestra, a la vez que han facilitado el tratamiento

matematico de dicha informacion.

De entre las numerosas estrategias propuestas con esta finalidad, cabe comenzar con
la transformacion en sus derivadas de primer o segundo orden, o incluso superior, de las
matrices de datos A-\ 0 A-t [Fell, 82;Fell, 83;Grant,85]. En particular, la segunda derivada de los
perfiles de elucién ha sido extensamente utilizada en la determinacién del grado de pureza
de un pico cromatografico, ya que directamente, o a través de relaciones entre sefiales
generadas, indica de una forma nitida la existencia de impurezas. Esta alternativa también

ha sido utilizada con fines cuantitativos.

Otra de las propuestas més utilizadas es la supresion espectral de la contribucién de
uno de los componentes a la sefial cromatogrifica total. En este caso se requiere el
conocimiento previo del espectro de absorcion del compuesto cuya sefial se desea suprimir

[Berg, 75; Carter,82; Fell, 83B].

Ebel y Mueck /Ebel,88] compararon cuatro técnicas diferentes para la evaluaci6n
cuantitativa de especies que originan picos cromatograficos solapados cuando se dispone de
sus espectros. La comparacion incluy6 la técnica de supresién de picos, la primera derivada
de la sefial cromatografica, la generacion de cromatogramas a través de sistemas de

polinomios ortogonales y el andlisis multicomponente por minimos cuadrados propuesto por
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Milano /Mitano, 78]. Estos autores obtuvieron los mejores resultados mediante la aplicacién de

las técnicas de supresion de picos y el andlisis multicomponente.

D’Allura y Juvet [D'Alléra,szj han propuesto otro método de minimos cuadrados
aplicable a cromatografia liquida, basado en los datos de absorbancia de cada componente
a diferentes tiempos a lc largo del pico cromatogrifico, que se ajustan a polinomios de
segundo grado. Las concentraciones de cada componente en la mezcla son determinadas
resolviendo el sistema de ecuaciones no lineales obtenido. Este tratamiento puede
‘proporcionar resultados ‘apropiados siempre que los componentes de'la mezcla sean eluidos
a tiempos ligeramente diferentes, o que presenten espectros lo suficientemente diferenciados.
Cuando las posiciones relativas de cada componente de la mezcla se modifican, el método

requiere correcciones adicionales.

En los dltimos afios han aparecido algunos métodos basados en el andlisis factorial,
que no requieren el conocimiento previo de los espectros de cada componente /Sharaf, 86B],
siendo posible la resolucién cuando cada pico cromatografico corresponde a un maximo de
tres componentes, cuando el solapamiento entre las sefiales no es muy acusado, o cuando los

espectros de cada componente son lo suficientemente diferentes [Osten,84;Lacey, 86].

‘ En [Sénchez,86;87B] se ha aplicado el rank annihilation method que emplea las matrices
de datos A-z-A, y permite la cuantificacién del analito en presencia de un interferente que no
‘esté presente en los patrones utilizados para construir las curvas de calibrado, aunque
requiere que los tiempos de retencién tanto del analito como del interferente permanezcan

constantes en muestras y patrones.

Otras alternativas estdn basadas en la utilizacién del algoritmo SIMPLEX /Cela,83] y
del filtro de Kalman. Asi, Hayashi et al [Hayashi,87] han propuesto un modelo menos general
que los anteriores, pero cuyos calculos son menos costosos. Sin embargo este método no es
adecuado cuando el solapamiento de los picos cromatogréficos es muy acusado, cuando los
espectros de los componentes de la mezcla son muy parecidos, cuando el proceso de
inyeccion de muestra es poco reproducible o cuando los tiempos de retencién se modifican

ligeramente [Hayashi,87B]. Recientemente se ha estudiado la exactitud y precisién del método
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cuando el pico del analito se superpone con el pico de un interferente desconocido

[Hayashi,93].

Barker y Brown /Barker,89] han descrito un nuevo modelo iterativo, que no necesita
correcciones en la posicién o caracteristicas de cada sefial, aunque no proporciona resultados
adecuados cuando en el cromatograma aparecen sefiales que no han sido incluidas en el

modelo.

Poe y Rutan /Cecil, 91; Poe,93] estudiaron la exactitud y precision de diversas estrategias,
utilizando datos de fluorescencia obtenidos con un detector de fila de diodos adaptado.
Ensayaron valores de altura de pico, de 4rea de pico, andlisis factorial, generalized rank
annihilation method, GRAM y el filtro de Kalman ajustable. En caso de solapamiento

acusado, los resultados més precisos se obtuvieron aplicando el GRAM.

A continuacion se desarrolla el HPSAM, ampliando las bases previamente descritas
en [Campins,92] para la resolucién de picos solapados en cromatografia liquida utilizando

alturas de pico en el tiempo de retencién del analito como sefiales analiticas.
4.1.1.3.1.- Fundamentos teéricos.

Supongamos la separacién cromatografica descrita en la figura 30, en donde las
especies X e Y coeluyen, y ademds muestran un espectro de absorcién o emisién solapado.
Para aplicar el método hay que seleccionar dos longitudes de onda A\, y A, tales que el

“interferente, 'Y, presente la misma absorbancia o intensidad ‘de fluorescencia:-

Y.j Y,k (84)

Si representamos los cromatogramas obtenidos a dichas longitudes de onda (figura
31), vemos que los correspondientes registros para la especie Y son coincidentes, por le
forma de haber seleccionado A\, y A.. Sin embargo la especie X no muestra la misma

absorbancia (o emision) a dichas longitudes de onda, y por tanto sus cromatogramas no son
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X+Y

o
v

Longitud de onda
X+Y

Tiempo

Figura 30: Separacion cromatografica de dos especies X e Y que coeluyen, y sus espectros de
absorcion (o emision) en el tiempo de retencion.
coincidentes. Esta diferencia de sefial es proporcional a su concentracién y es la que permite

su cuantificacion.

Para aplicar el método y cuantificar ambas especies se preparan diversas disoluciones
gue contienen la muestra sola y adicionada con cantidades conocidas de analito X. Se realiza
la separacion cromatografica y se cuantifica la altura o el area de pico a las dos longitudes
de onda seleccionadas. Si se utiliza un detector de fluorescencia, que produce una sefal
analitica monodimensional, son necesarias dos inyecciones consecutivas de la misma muestra,
variando las longitudes de onda de emision. Como se demostrara, el método propuesto es
insensible a pequefios cambios en el tiempo de retencidon de las especies de una inyeccion a
otra, si se utilizan como sefiales analiticas areas de pico. Esto es una ventaja con respecto a

otra metodologias previamente descritas.

Representando la altura o el area de pico medida frente a la concentracion de analito

anadida, figura 32, se obtienen dos lineas rectas que tendran las siguientes ecuaciones:

g =ax,j +ayy + xCx (85)

para Xy

ak = aX,k + ay .,k + "k (86)
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Tiempo

Figura 31: Cromatogramas obtenidos para las especies X e Y a las dos longitudes de onda X
y X previamente seleccionadas.

para X*, donde axtj y ax k son las alturas o areas de pico debidas a la especie X en la

disolucién que soélo contiene muestra a X y |\ ; aYj y aY kson las alturas o areas de pico
debidas a la especie Y en la disolucién que sélo contiene muestra a X y X* (y que seran las
mismas para todas las disoluciones preparadas); y Mkson las pendientes de las rectas de
calibrado a X y X*y Cx es la concentracidon afadida de analito para /=0,1,...,« adiciones.

Cuando i=0 se tiene la disolucidén que soélo contiene muestra.

Ambas rectas intersectan en el punto H, de coordenadas (~CH aH:

a’Kj+ ar,, +Mk(-CH = oi.» + + Mk

de donde:

rté.»
J kM (88)

Como \j y X* han sido seleccionadas para dar la misma sefial analitica para la especie

Y (ecuacion 84), la ecuacion (88) se simplifica a:
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caH=aYj - aYk

-CH=-Cx  (0,0) Concentracion afadida, Cx

Figura 32: Rectas obtenidas aplicando el HPSAM a cromatografia liquida.

fly t fly

-=;jrr;r

que es equivalente a la concentracion de analito en la muestra, Cx°:

o o

. 0. (o]
_r ax .k ~ax,j _ -aXj
“T M- Mk M Mk v

Si se sustituye el valor de CH obtenido en (89) en las ecuaciones (85) 6 (86), se

obtiene que:

aH ~ aY,j = aVY,k

Por tanto, a partir de la abcisa del punto H y una recta de calibrado de la especie Y

a las longitudes de onda seleccionadas, se puede estimar su concentracién en la muestra.
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Si se sabe que no existe efecto matriz, lo que ocurre normalmente en cromatografia
liquida, la metodologia expuesta puede simplificarse utilizando como valores para M; y M,
los obtenidos de rectas de calibrado de la especie X (g; y &), por lo que solo se necesita
medir la muestra a las longitudes de onda seleccionadas. La ecuacion a utilizar para calcular

la concentracion de X sera:

a° = a° i
-Cy = —= 2 92)
& — &

‘donde a3 ; y a5, son las alturas o 4reas de pico medidas para la muestra a las longitudes

de onda seleccionadas \; y A, y &; y & son las pendientes de las rectas de calibrado de X a

N ¥ .. La concentracién de la especie Y se obtendré a partir de:
a, = a5 ; - Cy Xg = a5 ; - Cy Xg, (93)

Esta posibilidad permite la simplificacién experimental de la aplicacion del método.

La utilizacién de alturas o 4reas de pico como seflales analiticas depende del grado
de coelucion de las dos especies. Si ambas presentan el mismo tiempo de retencién, no hay
diferencias en cuanto a la utilizacién de ambos métodos. Pero si ambos compuestos coeluyen
sélo parcialmente, la utilizacién de alturas de pico en el tiempo de retencién del analito lleva
a buenos resultados para la concentracion de analito, pero no para la de interferente; sin

embargo, la utilizacion de édreas permite cuantificarlos de la manera habitual.

4.1.1.3.2.- Determinaciéon cromatogrdfica de fenol y cresoles con deteccion

espectrofotométrica o fluorimétrica.

El fenol y sus derivados se encuentran entre los contaminantes mds téxicos y

ampliamente distribuidos en efluyentes industriales y aguas naturales.
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OH OH oH ¥
a a
0 Q. O
a

fend 2-clorofenol 4-cloro-3-metilfenol  2,4-diclorofend
o OH OH oOH
N
CH, @No, o @:I,CH3 @NO'
CH, NO, NO,

) ddimetifenel  2d-dinitrofenol  2-meti4 6-disirofendl  Z-nitsofendl

on ot
cl a a a
cl a
NO Cl a

4nimofen ;1 peataclorafend 24 6uidorofend
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Tabla XXVIII: Los once fenoles contaminantes prioritarios, PPP, descn'tos.por la United States
Protection Agency. :

Los fenoles se generan en un gran nimero de procesos [Grob,83], incluyendo la
industria del carbén y del petrdleo /Cook,65;Baird, 77], emisiones de automéviles [Cuuczwa,87],
reacciones fotoquimicas /Nojima, 75;76], industria del papel /Butler, 92j y en la sintesis de plasticos
y productos farmacéuticos /Realini,81]. Los fenoles clorados se han utilizado como insecticidas
y pesticidas /Cremlyn, 78], fungicidas para la proteccion de la madera, antisépticos [I4RC,86] y
‘desinfectantes, y se han encontrado en el agua potable tras la cloracién /Deinzer, 78], a 1a que

proporcionan mal olor y sabor /Dietz, 78; NRC,87].

La United States Environmental Protection Agency ha elaborado [USEPA,77] una lista
con once fenoles sustituidos por grupos tales como cloro, metil y nitro, como contaminantes .
prioritarios, PPP (Priority Pollutants Phenols) (tabla XXVIII). En Australia, las fecientes
normativa.é de la commonwealth para las fabricas de blanqueo de pasta de papel [Fandry,89;
Env.89] indican que el nivel total de clorofenoles debe medirse en efluyentes, agua,
sedimentos y biota, con el afiadido de que los fenoles clorados considerados importantes
deben incluirse en esquemas de monitorizacién individuales. Ademas, en muchos paises, su

concentracion individual en agua estd limitada por ley a 1 ppb. o menor.
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Su andlisis en muestras acuosas generalmente estd basado en métodos que miden su

concentracion total (indice de fenol).

La determinacién de fenoles a niveles de ppb en aguas por espectrofotometria UV es
dificultosa, debido a sus bajos coeficientes de absortividad molar. Los métodos espec-
trofotométricos clasicos emplean la reaccion de Emerson /Emerson,43] entre los fenoles y el
4-aminoantipireno [APHA, 85;Fresenius,88], pero dicha reaccidn tiene algunas desventajas, puesto
que dicho compuesto no reacciona con los fenoles p-sustituidos y, ademés, necesita de una
destilacion previa para eliminar interferentes [Farino,81], por lo que no proporciona buenos
resultados para el indice de fenol. En /Bosch S.,87] se describe un procedimiento espectrofoto-
métrico para la determinacién de trazas de fenoles, en aguas naturales y de deshecho, basado
en la reaccién con monobromuro de yodo, que permite determinar fenoles p-sustituidos y

clorofenoles.

Los procedimientos mds sensibles para la determinacion de fenol y cresoles son los

métodos fluorimétricos, aunque tienen la desventaja de no detectar fenoles clorados.

El desarrollo de la cromatografia ha permitido la determinacién de los distintos
fenoles por separado. Se han descrito métodos basados en la cromatografia gaseosa [Voss,81;
Rennie, 82;Janda,89], revisados en el articulo de Tesafové [Tesarova,83]. Pero la cromatografia
gaseosa es menos indicada para analitos polares con baja presion de vapor (como lo son los
‘fenoles) que la cromatografia liquida. Son numerosos los procedimientos propuestos qué
hacen uso de este método de separacion [Ugland,81; Lee,88; Olucha,91; Bourguignon,93; Makuch,93;

" Buckman,94].
Procedimiento experimental.
Condiciones cromatogrdficas:

Las separaciones cromatogrificas se llevaron a cabo en un cromatdgrafo liquido
Hewlett-Packard 1040A, equipado con un detector de fila de diodos Hewlett-Packard 1040M
series II, conectado a la ChemStation de Hewlett-Packard o un detector de fluorescencia

Hewlett-Packard 1046A, conectado a la ChemStation (serie DOS) de Hewlett-Packard. El
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sistema se conect6 a una bomba cuaternaria y un inyector automético (ambos de Hewlett-
Packard). La columna utilizada fue una HP-Lichrospher 100 RP-18 (5 pm, 250 mm X 4 mm

i.d.). La fase mévil utilizada fue una mezcla agua/acetonitrilo (64:36). Todas las experiencias |
se llevaron a cabo a temperatura ambiente. El detector espectrofotométrico se programo para
registrar los cromatogramas a seis longitudes de onda diferentes. Los espectros de
fluorescencia en tres dimensiones se llevaron a cabo en un espectrofluorimetro Hitachi F-

4500, barriendo a una velocidad de 30000 nm/min.

y cresoles se prepararon disolviendo en agua fenol, o-cresol, m-cresol y p-cresol, y se

conservaron en frascos de vidrio borosilicatado en nevera.

Todos los disolventes se prepararon diariamente: se filtraron a través de membranas
de nylon de 0.45 um (Teknokroma, Espafia) y se desgasificaron con helio antes de utilizar.

El flujo fue de 1 mL/min., y se inyectaron 50 uL de cada muestra.
Extraccion en fase sélida:

Dado que el contenido en fenol y derivados en efluyentes es generalmente muy
pequefio, se recomienda para preconcentrar y limpiar las muestras la extraccién en fase
sélida. Puesto que la comparacién de distintos resultados publicados muestran grandes
diferencias en las recuperaciones obtenidas /Makuch,93], se ensayaron tres tipos de columna:
Bond Elut' C18, Bond Elut CH y Isolute C18 EC (masa de relleno, 500 mg en todos los
casos). Las columnas se acondicionaron pasando 5 mL. de metanol y 15 mL. de agua
(pPH=3.0 con H;PO,). Las muestras de agua se ajustaron a pH=3.0 con H,PO,, y se afiadi6
NaCl (35 g/L) para aumentar la recuperacion, paséndose a través de las columnas a un flujo
de aproximadamente 5 mL/min., y dejindolas secar con aire en las mismas condiciones
durante 5 minutos. Los fenoles se eluyeron con 1.5 mL de una mezcla acetonitrilo/agua (1:1)
(no se usé metanol, pues ensanchaba mucho los picos, ni fase mévil, que requeria mis de
2 mL para la total eluci6n). Los resultados obtenidos para la recuperacion en las distintas
columnas ensayadas con distintos volimenes de muestra aparecen en la figura 33. Se

seleccionaron las columnas Bond Elut C18. Las columnas con relleno ciclohexilo dan buenos

resultados para los cresoles a bajos volimenes, pero dan bajas recuperaciones para el fenol
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120 -
100 - - fenol
80 - : 80 -
60 - 60 - o-cresol
-
- D-
50 75 100 125 150 50 75 100 125 150
Volumen de muestra/mL Volumen de muestra/mL
120 120
100
80 -
60 — 60 -
40 -
Mecresol ) p-cresol
50 100 125 150 50 100 125 150
Volumen de muestra/mL Volumen de muestra/mL

Figura 33: Recuperaciones obtenidas para elfenol y cresoles en las columnas de extraccion en
fase soélida estudiadas (+ Bond Elut C18; m Isolute C18 EC; a Bond Elut CH). n = 2 a 5 dependiendo
del analito y volumen.

(el mas polar). De entre las dos columnas C18, se seleccion6 la Bond Elut, por sus mejores
recuperaciones. Dicha diferencia puede explicarse en el hecho de que las columnas C18 EC
tienen los grupos silano libres desactivados (end-capped), y por tanto, las interacciones
polares secundarias asociadas con los grupos silanol de la superficie se reducen. Como
volumen de muestra se seleccioné 100 mL., que permite una recuperacion cercana al 100%
para los cresoles, y aproximadamente del 30% para el fenol, que generalmente es el mas
Abundante en muestras reales medioambientales. Sin embargo, la sefial obtenida para éste es
mas alta que si solo se seleccionaran 25 mL., debido al mayor volumen de muestra
empleado. El procedimiento proporciona un factor de concentracion de 20 para el fenol, y

de 67 para los cresoles.

Las muestras reales (agua de la Albufera de Valencia y del puerto de Valencia) se

trataron de la misma forma (excepto la adicién de NaCl a las muestras de agua del puerto).

Deteccion espectrofotométrica:

En las condiciones experimentales descritas, y en concordancia con las separaciones

cromatograficas descritas en la bibliografia/Czwczwa, 87;Lanin, 89;Brega, 90;Risner, 93], la mezcla de
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Figura 34: Separacién cromatografica de fenol, o, m-, y p-cresol a las longitudes de onda

4 seleccionadas para aplicar el HPSAM. Condiciones experimentales en el texto.

fenol y cresoles se resuelve en tres picos (figura 34): el primero corresponde al fenol, el
segundo a la mezcla de m-/p-cresol y el tercero al o-cresol. Los espectros del m- y p-cresol
en la fase movil estan solapados, como se ve en la figura 35, por lo que al solapamiento
cromatografico se le une el espectral. EI método propuesto permite la determinacion de los
componentes de la mezcla. Para ello hay que encontrar dos longitudes de onda, vy \ kdonde
la especie que consideremos como interferente (en este caso el p-cresol, puesto que es mas
facil seleccionarlas) presente la misma absorbancia. La sefial cromatografica de un detector
de filas de diodos se compone de cuatro parametros: una longitud de onda y un ancho de
banda para la sefial analitica, y una longitud de onda y un ancho de banda para la sefial de

referencia. El valor de la longitud de onda define el diodo central de la sefial, y el ancho de

banda el intervalo de diodos escogidos a ambos lados del diodo central, cuya sefial se
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Figura 35: Espectros de absorcién en lafase movil de 1) m-cresol y 2) p-cresol.

promedia para dar la sefal analitica final [HP,90j. Por tanto se puede realizar una adecuada
seleccion de todos estos factores para encontrar las sefiales buscadas. Para la determinacion
buscada se seleccionaron tres pares: 215(8)/224(6); 210(6)/226(4) y 271(4)/281(4) (el primer
numero indica el diodo central y el numero entre paréntesis el ancho de banda). En la figura
34 se muestran los cromatogramas asi obtenidos. Debido a la seleccion de longitudes de
onda, los cromatogramas para el /?-cresol son coincidentes, pero no asi para el m-cresol. Por
¢anto se cumplen los requisitos necesarios para aplicar el HPSAM. Como el fenol y el o-
cresol absorben a las mismas longitudes de onda, éstas se han utilizado para su cuantifica-

cion.

Las rectas de calibrado obtenidas para el /*-cresol a las longitudes de onda
seleccionadas en tres situaciones distinta se muestran en la tabla XX1X. Los test estadisticos
sefalan que las sefiales obtenidas son coincidentes [Commisariat, 78], de acuerdo con lo expuesto
en la figura 34. A partir de estas rectas se calcula la concentracién de /?-cresol en las

muestras, a partir del valor de AH

Para probar la aplicabilidad del HPSAM se prepararon cinco muestras sintéticas. En

la tabla XXX se muestran las composiciones y los resultados obtenidos aplicando el HPSAM
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Parametro 215(8) 224(6) 210(6) 226(4) 271(4) 285(4)

0.2+5.9 -2.6x5.4 0.6+4.6 -1.9+5.7 0.8+1.9 -0.6+1.7
(btshjppb 5.73+0.29 5.95+0.27 5.22+0.22 5.24+0.28 1.43+0.09 1.44+0.08
r 0.996185 0.996996 0.997228 0.995676 0.993861 0.995208
Sx 5.61 5.41 4.56 5.46 1.78 1.58
Test F (homogeneidad de las varianzas) 1.18 0.63 1.27
Test F (coincidencia) 0.40 0.44 1.29
Parametro 215(8) 224(6) 210(6) 226(4) 271(4) 285(4)
axsa -13.8+ 199 -11.6+186 -12.9+16.9 -11.3+ 156 -2.9+4.8 -4.7+4 .4
(b£St)Ippb 5.86+0.08 5.90+0.08 5.32+0.07 5.26+0.07 1.47+0.02 1.45+0.02
r 0.999710 0.999748 0.999746 0.999767 0.999736 0.999767
Sx 30.58 28.7 26.0 246 7.33 6.78
Test F (homogeneidad de las varianzas) 1.13 1.12 1.17
Test F (coincidencia) 0.38 0.63 2.46
Parametro 215(8) 224(6) 210(6) 226(4) 271(4) 285(4)
atsa 642.7+30.7 4058+228 663.9+29.6 3350+24.6 154.5+7.3 378+57
(bts,)/ppb 5.28+0.12  5.34+0.11 4.81+0.12 4.77+0.10 1.33+0.03 1.32+0.02
r 0.999147 0.999318 0.999049 0.999330 0.999232 0.999525
Sx 47.33 42.8 45.5 37.9 11.3 8.8
Test F (homogeneidad de las varianzas) 1.22 1.44 1.64
Test F (paralelismo) 0.12 0.06 0.05

Tabla XXIX: Rectas de calibrado obtenidas para el p-cresol (n = 5) en los siguientes casos:
a) 6.11-30.57ppb.
b) 23.38-477.62 ppb.
c) 23.38-477.62 ppb, en presencia de 95.62 ppb de m-cresol.
Las varianzas son homogéneas si 1/Ftab< Fac < Flab (FO8§3;3)= 9.28); Las rectas son coincidentes si F* > Fdac (FO8§1;6)= 5.99); Las rectas son paralelas si Fizb >
APcaic (F0.95(1-6)= 5.99)
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MUESTRA FENOL O-CRESOL  /n-CRESOL  p-CRESOL

Cant. afadida/ppb 38.1 38.1 191 191

Cant. encontrada/ppb

s . 443+ 1.6 40.3+0.8 21.3+2.1 195+ 17
(adicion estandar)

Cant. encontrada/ppb

. 43.2+1.5 41.8+0.6 21.6+1.8 20.7+0.7
(calibrado)

Cant. afiadida/ppb 119.0 119.2 23.9 95.5

Cant. encontrada/ppb

2 _ehoontra 1265415  126.0+1.7  24.6+2.8 96.1+2.0
(adicion estandar)
Cant. encontradalppb 45/ 6. 54 1483+ 11  23.9+2.8 947+ 18
(calibrado)
Cant. afadida/ppb 209.5 209.7 19.1 191.0
3 Cant encontradalppb yo; 2. 50 9920424 216435  186.8+2.8
(adicion estandar)
Cant. encontradalppb 4o/ 4 53 2072426  20.1+2.6  181.8+2.1
(calibrado)
Cant. afadida/ppb 95.2 95.3 76.5 19.1
4 Cant..elzvcontr:«:lda/ppb 96.0+2 3 94 .8+2.1 75.6+1.8 19.2+0.4
(adicion estandar)
Cant. encontradalppb o7 o 41 9254109  74.0+1.1 185+ 0.6
(calibrado)
Cant. afiadida/ppb 209.5 209.7 191.2 191
5 Cant encontradalppb 546 o 14 2409415  193.541.2 19.9+0.8

(adicion estandar)

Cant. encontrada/ppb

. 208.0+1.2 220.3+1.0 200.7+0.8 20.0+0.7
(calibrado)

Tabla XXX: Resultados obtenidos para cinco muestras sintéticas utilizando el HPSAM con adicién

estandar o calibrado.

con adicién estandar o bien utilizando los valores de las pendientes de las rectas de calibrado
de los analitos puros en la ecuacion (89). Incluso cuando uno de los compuestos no resueltos
esta en una concentracion 10 veces mayor que el otro (muestras 3 y 5), se obtienen buenos
resultados. No se encontraron diferencias significativas en los resultados obtenidos para las

sustancias seleccionadas como analito (m-cresol) e interferente (p-cresol). Los resultados
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Figura 36: Cromatogramas obtenidos para:

1) A) agua de la Albufera y B) agua de la Albufera contaminada con 7.9 ppb defenol (1), m-
cresol (2) y o-cresol (3).

1l) A) agua del puerto y B) agua del puerto contaminada con 7.9 ppb defenol (1), m-cresol (2)
y o-cresol (3).

menos preciso se obtuvieron para el fenol en baja concentracidon, debido a su menor

recuperacion.

Los limites de deteccién son de 1ppb para el fenol, y por debajo de dicho valor para
los cresoles. Como se ha visto anteriormente, pueden ser cuantificadas hasta 20 ppb de cada

fenol.

Como aplicacion practica se analizé el contenido en fenol y cresoles de dos muestras
reales: una del lago de la Albufera y otra del puerto de Valencia. Los eluidos estan muy
contaminados, pero afortunadamente la mayor parte de las impurezas eluyen al principio del
cromatograma, y un pequefio pico (compuesto desconocido) a la izquierda del pico del fenol
en la muestra de la Albufera, no interfiere en su determinacion (figura 36). Los resultados
obtenidos para la muestra de la Albufera proporcionan una concentracién de fenol de 16+4
ppb., y concentraciones de cresoles por debajo de 1ppb. Este resultado esta en concordancia

con el dado en un trabajo anterior [Bosch s.,87j, donde se obtuvo una concentracidén total de
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MUESTRA FENOL m-CRESOL p-CRESOL 0-CRESOL
ALBUFERA

Conc. afadida/ppb

Conc. encontrada/ppb 16.6+1.3 - - -

Conc. afiadida/ppb 7.9 7.9 - 7.9
Conc. encontrada/ppb 26.0+0.8 6.3+0.8 no detectado 8.4+0.9
Conc. afiadida/ppb 15.7 15.7 - 15.7

Conc. encontrada/ppb 33.9+1.6 174+19 no detectado 15.2+0.7

PUERTO
Conc. afiadida/ppb
Conc. encontrada/ppb 16.1+ 1.6 - - -
Conc. anadida/ppb 7.9 7.9 - 7.9
Conc. encontrada/ppb 26.6+1.5 8.2+0.3 no detectado 69+14
Conc. afadida/ppb 16.7 15.7 - 15.7

Conc. encontrada/ppb 344+16 16.3+ 1.9 no detectado 156+ 1.0

Tabla XXXI: Resultados obtenidos para el anélisis de las dos muestras reales de agua.

fenoles de 18 ppb para una muestra de agua procedente asimismo de la Albufera. En la
muestra del puerto, la concentracién de fenol encontrada fue de 14+3 ppb, y la de cresoles
isobre 1 ppb, pero por debajo del limite de cuantificacion. Aplicando el HPSAM a muestras
contaminadas en cantidades conocidas se obtienen los resultados de la tabla XXXI. Como se

observa, los resultados hallados estan en concordancia con los anadidos.
Deteccion fluorescente.

Para aplicar el método es necesario encontrar dos longitudes de onda donde una de
las especies, considerada interferente, presente la misma intensidad de emision de
fluorescencia. En la figura 37, donde se muestran los espectros de fluorescencia en tres
dimensiones para el m-cresol y e/?-cresol en la fase mévil, se puede observar que existe un
gran solapamiento espectral entre ambas especies. Excitando a la longitud de onda del
maximo de excitacion del m-cresol (230 nm.), se tienen los espectros de emisidon mostrados

en la figura 38. Para aplicar el método se seleccionaron como longitudes de onda de emision
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300 m-cresol 300 p-cresol

200 Ems./nm. 400 200 Ems./nm. 400

Figura 37: Espectros defluorescencia en tres dimensiones en lafase mévilpara el m-y p-cresol.

291 y 318 nm., donde el m-cresol presenta la misma intensidad de emisién, pero no asi el
[?-cresol. Como el o-cresol presenta emision de fluorescencia a dichas longitudes de onda,
se cuantificé sin modificarlas. En cuanto al fenol, se seleccionaron las longitudes de onda de
excitacion y emision de su maximo (Aec=227 nm. y Xevs=305 nm.). La menor recuperacion

se compensod con una ganancia mayor del detector para dicha especie. EI cambio de

Xexc« 230 nm.

290 300 310 20 330
Lcngtud de onda de emision / nm.

Figura 38: Espectros de emision defluorescencia en lafase movil, con \ ac = 230 nm., para el
m-y p-cresol.
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Figura 39: Cromatogramas obtenidos para la separacion de fenol, o-, m- y p-cresol a las
longitudes de onda seleccionadas.
longitudes de onda se realizé a los 6.5 min, donde no eluye ninguna especie, para no alterar
la separacion cromatografica. Los cromatogramas asi obtenidos se muestran en la figura 39.
Puede observarse la total coincidencia de los picos cromatograficos del m-cresol, siendo
diferentes para el p-cresol. Asimismo el fenol presenta los mismos cromatogramas, pues la

sefial analitica utilizada para su cuantificacion siempre es la misma.

Las rectas de calibrado obtenidas para el m-cresol a las dos longitudes de onda
seleccionadas a dos ganancias diferentes del detector se muestran en la tabla XX XII. Los test
estadisticos muestran que las sefiales analiticas son coincidentes, de acuerdo con lo mostrado
en la figura 39. A partir de estas rectas se calcula la concentracion de m-cresol en las

muestras, a partir del valor de IH

Para corroborar la aplicabilidad del método se prepararon diez muestras sintéticas,
cuya composicion y resultados obtenidos aplicando el método se dan en la tabla XXXIII.
Debido a que ambas especies presentan el mismo tiempo de retencion, se ha utilizado tanto
la metodologia de las alturas como la de las areas para cuantificarlas. Como puede
observarse, se han obtenido buenos resultados, incluso en el caso de que los compuestos

coeluidos estuvieran en una proporcion 1:5 6 5:1 (muestras 1y 5), y las concentraciones sean
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Parametro
atsa
(btshIppb
r
Syx
Test F (homogeneidad de las varianzas)

Test F (coincidencia)

Parametro
atsa
(fr+sj/ppb
r
Sk
Test F (homogeneidad de las varianzas)

Test F (coincidencia)

Tabla XXXII: Rectas de calibrado obtenidas para el m-cresol (n = 5) en los siguientes casos:

a) Ganancia 14 del detector.

b) Ganancia 16 del detector.

Las varianzas son homogéneas si Fteb > Fadc >1/Fleb (F0953;3)= 9.28); Las rectas son coincidentes si Fizb > Fadc (FO8Y1,6) = 5.99), Las rectas son coincidentes si Fizb

> Fadc (F0951;6)= 5.99)

AREA

AREA

291
-6.9+5.4
115.2+2.6
0.99926

51

291
23.6+7.0

1.62
0.55

488.9+11.2

0.99921
6.7

1.90
0.76

318
-3.4x4.2
113.0+2.0
0.99952
4.0

318
21.3+51
487.4+8.2
0.99958
4.9

ALTURA

ALTURA

291
-0.6+£0.5
8.65+0.21
0.99908
0.43

291
1.55+0.47
35.52+0.75
0.99933
0.45

1.13
0.39

2.89
0.72

318
-0.6+0.4
8.54+0.20
0.99916
0.40

318
1.09+0.28
36.21+0.44
0.99978
0.26

AVT1O :SOOJINYNIA SVINALSIS V'  NOIDVIIdVY -"€L'L'Y



4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

1A

2A

3A

4A

_5A

2B

3B

4B

5B

Tabla XXX Il: Resultados obtenidos para el andlisis de las diez muestras sintéticas preparadas para

Muestra

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afiadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. anadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afiadida
Conc. hallada(area)

Conc. hallada(altura)

Muestra

Conc. afiadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

Conc. afadida
Conc. hallada(area)
Conc. hallada(altura)

fenol
1.88
2.03+0.12
2.03+0.13
1.88
2.20+0.26
2.22+0.20
1.88
2.28+0.27
2.22+0.31
1.88
1.94+0.13
1.96+0.11
1.88
2.28+0.08
2.22+0.07

fenol
0.38
0.49+0.04
0.53+0.01
0.38
0.41 £0.01
0.42+0.05
0.38
0.49+0.05
0.48+0.04
0.38
0.40+0.07
0.48+0.03
0.38
0.39+0.01
0.42+0.02

o-cresol
1.88
1.87+0.16
1.870.15
1.88
1.92+0.11
1.9040.08
1.88
2.02+0.18
1.98+0.20
1.88
1.71+£0.12
1.71+£0.12
1.88
2.40+0.32
2.33+0.29

o-cresol
0.38
0.44+0.02
0.43+0.03
0.38
0.44+0.05
0.41 £0.04
0.38
0.41+£0.06
0.40+0.06
0.38
0.44+0.08
0.3910.03
0.38
0.42+0.03
0.37+0.01

m-cresol
1.58
1.60+ 0.02
1.53+0.19
1.26
1.22+0.02
1.17+0.02
0.94
0.93+0.16
0.83+0.09
0.63
0.46+0.01
0.54+0.05
0.32
0.18+0.06
0.10+0.05

m-cresol
0.32
0.31 £0.01
0.30+0.01
0.25
0.25%0.05
0.25+0.05
0.19
0.10+0.07
0.11 £0.05
0.13
0.06+0.03
0.09+0.02
0.06
0.05+0.01
0.06+0.03

p-cresol
0.32
0.21 +0.11
0.27 £0.02
0.63
0.60+0.08
0.64+0.07
0.94
0.93+£0.11
1.01+0.01
1.26
1.24+0.12
1.4710.26
1.57
2.09+0.21
2.33+0.08

p-cresol
0.06
0.09+0.01
0.09+0.01
0.13
0.12+0.03
0.12+0.02
0.19
0.25+0.06
0.24+0.02
0.25
0.22+0.03
0.27 £+0.07
0.32
0.34%0.02
032+0.01

corroborar la aplicabilidad del método. Todas las concentraciones expresadas en ppb.

tan bajas como 0.06 ppb. Tampoco se observan diferencias en los resultados obtenidos para

las especies consideradas como analito (p-cresol) o interferente (m-cresol).

Como aplicacion practica se estudio el contenido en fenol y cresoles de una muestra

de agua procedente del puerto de Valencia. Como puede verse, aunque existen gran cantidad
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4.1.1.3.- APLICACION A SISTEMAS DINAMICOS: CLAR
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Figura 40: Cromatogramas obtenidos para: a) una muestra de agua del puerto y b) la misma
muestra contaminada con 0.79 ppb defenol (1), p-cresol (2) y o-cresol (3).
de especies fluorescentes en la muestra, éstas eluyen al principio del cromatograma y no

interfieren en la determinacion (figura 40). Los resultados obtenidos se dan en la tabla

XXXIV.

fenol o-cresol m-cresol A-cresol

Analito
3.08+0.02 0.62+0.06 0.25+0.02 0.67+0.03

Tabla XXXIV: Resultados obtenidos para el analisis del contenido enfenol y cresoles de una muestra

de agua del puerto de Valencia. Todas las concentraciones expresadas en ppb.

4.1.13.3.- Conclusiones.

Las bases del HPSAM se ha ampliado para la resolucion de picos cromatograficos
solapados en cromatografia liquida. Como sefiales analiticas se utilizan las alturas de areas
obtenidas a dos longitudes de onda previamente seleccionadas donde la especie considerada
como interferente presente la misma absorbancia o intensidad de fluorescencia. Los
resultados obtenidos son buenos para picos altamente coeluidos y con espectros de absorcién

o emision fuertemente solapados. Las principales ventajas del método son la sencillez para
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4.1.1.- MEZCLAS BINARIAS

encontrar las longitudes de onda requeridas, su insensibilidad a cambios en el tiempo de
retencién del pico de una inyecci6n a otra, y la posibilidad de utilizarlo en picos total o
parcialmente coeluidos. Para la utilizacién con un detector fluorescente convencional, es
necesario realizar dos inyecciones consecutivas de la misma muestra. Si los picos coeluyen

s6lo parcialmente, es preferible utilizar dreas para cuantificar correctamente ambas especies.
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4.1.2.- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS ABSORBENTES

4.1.2- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS
ABSORBENTES.

El blanco reactivo, blanco quimico o blanco analitico es la respuesta obtenida de una
disolucién de muestra libre de analito. El blanco estd considerado una parte de la técnica de
medida, y su respuesta se cancela fisica o mateméticamente de las obtenidas para los

calibrados y las muestras.

En espectrofotometria, cuando el producto formado y uno de los reactivos absorben
luz a la misma longitud de onda, la absorbancia del blanco al final de la reaccién puede ser
inferior a la medida al principio, debido al consumo de reactivo. Por tanto, la absorbancia
real debida al producto sera superior a la medida. Considerando una recta de calibrado, esta
diferencia serd més acusada para las concentraciones més altas ensayadas, lo que incidira en

la exactitud de los resultados analiticos obtenidos.

Esta temdtica aparece en muy pocas ocasiones en la literatura. En [Zrou,83] se
estudiaron los efectos del exceso de reactivo utilizado como blanco sobre las determinaciones
espectrofotométricas que utilizan reacciones coloreadas, concluyendo que si el blanco
absorbfa a longitudes de onda préximas a las correspondientes al producto de reaccién, se
traducia en modificaciones en la absortividad molar y‘distorsién de la recta de calibrado, lo

4
que conducia a la obtencién de resultados analiticos afectados de error sistemaético.

Kroll y Elin /kro1,85] han propuesto un factor de correccién del blanco, BCF, en estos

supuestos, definido para reacciones de estequiometria 1:1 de la forma

d 64

siendo &, y & los coeficientes de absortividad molar del producto que se mide y del reactivo
respectivamente. El porcentaje de error introducido en los casos en los que no se utiliza

dicho factor vendré dado, segiin sefialan dichos autores, por la expresion:
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4.1.2.- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS REACTIVOS

%Error = (1 - BCF™) x 100 95)

> Se pretende demostrar la utilidad del HPSAM eﬂ el caso de las determinaciones que
requieren la utilizacién de un blanco absorbente, enunciando sus bases en este supuesto. Una
de las ventajas inmediatas del método es que no requiere que en el blanco esté presente el
reactivo, lo que puede ser beneficioso en algunas circunstancias, por ejemplo en el caso de
utilizacion de reactivos costosos, ademdas de proporcionar sefiales analiticas més precisas, al

llegar al detector un haz de radiacién de mayor potencia.

El HPSAM permite evidenciar, como se demostrard a continuacién, diferentes
comportamientos del blanco para distintas curvas de calibrado, 1o que permite clarificar el
significado del blanco reactivo.

Para el desarrollo tedrico del método se han definido dos clases de blanco:

a) Blanco externo: el obtenido a partir de disoluciones de reactivo, exentas de
analito o placebo, y procesadas segin el procedimiento analitico. Coincide con
el habitualmente definido como blanco reactivo o disolucién de referencia.

b) Blanco interno: el obtenido por extrapolacién a partir de los datos de la recta
de calibrado del analito en presencia del reactivo, y su valor se obtiene de la
ordenadas en el origen de las rectas de calibrado del analito obtenidas frente

a blanco disolvente.

4.1.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

Puesto que una recta de calibrado puede considerarse como una recta de adici6n
estindar obtenida con una porcién de muestra afiadida igual a cero, las bases del método de
adicion estdndar del punto H son extensibles a las rectas de calibrado obtenidas para
determinaciones en las que el blanco absorbe, correspondiendo el primer punto de la adicién
estindar a la sefial analitica de la disolucién que s6lo contiene el blanco absorbente en su

concentracion inicial.
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4.1.2 .1 FUNDAMENTOS TEORICOS

X +zY->XYz
Espectro del calibrado Y+XY.

Espectro del
complejo formado
XY-

/ Espectros del
blanco reactivo, Y

Longitud de onda

Figura 41: Espectros de absorcién de dos compuestos, siendo Y el blanco absorbente y XYt el
producto formado.

Sean X el analito a determinar e Y el reactivo absorbente utilizado para su

determinacion. Supongamos que la reaccion entre ambos viene descrita por:

X + zY —*XY, (96)

Sus espectros de absorcion se muestran en la figura 41.

Para aplicar el HPSAM hay que seleccionar dos longitudes de onda X y \ kdonde la

especie Y presente la misma absorbancia:

4 ,y=4,* ;i =0 1.. n 97)

Las absorbancias de la especie XYZa X y X en las diferentes disoluciones del

calibrado seran4y ,j Y4 r ,*+La absorbancia de |la especie Y en exceso sera A'Ytj zXjy A'Y k

a \ k iguales para cada i.

Los espectros simplificados de ambas especies se muestran en la figura 42, y ambas

absorbancias vienen descritas por las siguientes ecuaciones:
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4.1.2.- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS REACTIVOS

Longitud de onda

Figura 42: Espectros simplificados de Yy XYZ

Para XY2 A "~k = .Emix X < X < i=0,1 n) (98)

ParaY: Ay,*=Ayj+mx X X < X< \Km=0;/=0,1,..., n (99

El superindice i se refiere alas diferentes disoluciones para n adiciones. Cuando i =

° C&rdb = CXvfanmab = °- Axrt.j** ,* y m' dependen de la concentracion de X

debido a la formacion de la especie XYZ Por otro lado, Ay j y Ay k dependen del exces)

de Y en la disolucion, que también es variable en funcion de la concentracion de X*2

formado.

La absorbancia de las mezclas Y-XY2a Xy X* sera:

A =AM + Al (1(X)

Ak - AXy k + Ay k (101)
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4.1.2.1 FUNDAMENTOS TEORICOS

Concentracion de analito

Figura 43: Rectas obtenidas aplicando el HPSAM a determinaciones que utilizan blacos
absorbentes.

Por otro lado, la aplicacion del HPSAM a dichas longitudes de onda conduce a (figura
43):

Aj =AXYH +Ayj +M. x C; (102)

Ak =A® k +A [k + Mk x Cx (103)

donde Cx es la concentracion anadida de analito, A »j y AXYtk son los valores de

absorbancia del producto formado cuando i = 0 (por tanto la concentracion afiadida de

analito es nula, y entonces C&rddb = = 0); Mj y Mk son las pendientes de las
rectas de calibrado obtenidas al aplicar el HPSAM a las longitudes de onda X y \ k yA'Yj

y A'Y kson los valores de absorbancia del reactivo en exceso en cada una de las disoluciones.

Ambas rectas intersectan en el punto H, de coordenadas (-CH AH = (-Qyz AY. En

el punto comun:

AXW i i+Mj x (-CH = +4.» +A* X (-C,,)(104)

151



4.1.2.- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS REACTIVOS

de donde

k- AL @ - 4

-C
H Alj_Mk

(105)

Como la especie Y presenta la misma absorbanciaa \; y A, , se cumple que Ay ;=4 4 k
para cada i. Ademas, la especie X, para i = 0, no estd presente, y por tanto, tampoco la
especie XY,, por lo que A?ﬂ,l = A,‘}yx & = 0. De todo ello se deduce que la ecuacién (105)

puede simplificarse a:

Cy=—— =0 (106
"M - M, 19

J
Utilizando valores de AA como sefial analitica, a partir de las ecuaciones (102) y

(103), y recordando que Ayy ,; = Ay, ,; = 0, para i = 0, se obtiene que:

M, = A, - A = Ay , - Ay) + M, - M) x C§ (107)

J

y en todos los casos, Ay ; = Ay ,, por lo que:

Ad,; = M, - M) x Cy (108)

De acuerdo con esta expresién, el incremento de absorbancia depende exclusivamente
de la concentracién de analito, por lo que la representacion de A4, ; Vs Cy conduce a una

linea recta de ordenada en el origen nula, y pendiente M, - M; (figura 43).

El exceso de reactivo libre no afecta a la precision de la linea recta obtenida, pues su
contribucion es cancelada en cada punto, incluso en el caso de que su valor difiera de unas

disoluciones a otras. Segiin las bases del HPSAM las ordenadas en el origen de las rectas A
= f(Cx) y A, = f(Cs) deben de ser iguales entre si e iguales al valor del blanco externo,

siéste es equivalente al interno. Esta situacion corresponde al caso mas generalizado (figura

44A), tal y como se demuestra a continuacién. Sin embargo, en la préctica, pueden
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AA AA

(0,Anjj) = (0,AM k)

Atanco »xtemo~ (O'* x j) ~ k)

blanco externo

Concentracion anadida Concentracion afadida

Figura 44: Diferentes situaciones que se
pueden presentar al utilizar blancos absorbentes: a)
blancos interno y externo coincidentes; b) blancos
internos coincidentes entre si, pero no con el exter-
no; ¢) blancos no coincidentes.

Concentracién anadida

plantearse otra serie de casos en los que no existe una coincidencia entre el blanco interno
y externo (figuras 44B y C), situaciones que se han podido evidenciar por la aplicacion del

HPSAM.

El error sistematico del blanco puede ser considerado como una interferencia variable
y proporcional, si es constante para cada concentracion de analito, pero no lo es con la
concentracion, siendo el método capaz de eliminarlo puesto que el incremento de absorbancia
no depende del exceso de reactivo presente. En el caso de que se muestre constante con la
concentracion de analito, el método permitira evidenciar si se estda trabajando en las
condiciones optimas de exactitud. Esta metodologia permite estudiar el comportamiento de
los blancos reactivos en la etapa de calibracion, y evidenciar el error que un comportamiento

no reproducible de ellos introduce en las determinaciones donde son utilizados.

41.2.2.- ESTUDIO DE DIVERSAS DETERMINACIONES QUE UTILIZAN
BLANCOS ABSORBENTES.
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4.1.2.- DETERMINACIONES ANALITICAS QUE UTILIZAN BLANCOS REACTIVOS

Para estudiar la aplicabilidad del método se han seleccionado cinco determinaciones
que utilizan un blanco absorbente. Cada una de ella cumple unas determinadas condiciones:

a.- determinacion espectrofdtométrica de proteinas mediante el método del Biuret.

b.- determinacién de torio con torén.

c.- determinacién de magnesio con amarillo de titano.

d.- determinaciéon extracto-colorimétrica de anfetaminas con 1,2-naftoquinona-4-

sulfonato.

e.- determinacién espectrofluorimétrica de fenol.

En el primer caso, el exceso de reactivo es tan grande que su disminucion a lo largo
“de las distintas disoluciones del calibrado no afecta a los resultados obtenidos por aplicacién

del método de medida frente a blanco reactivo.

El segundo caso es representativo de la determinacién de iones metalicos utilizando
compuestos orginicos como formadores de complejos, que reaccionan con el catién para

formar complejos quelatos, cuya medida estd afectada del error en estudio.

En el tercer caso, la reaccién estudiada es la formacién de una laca fuertemente
coloreada por adsorcion del reactivo sobre el hidréxido metailico recién formado en medio
bésico.

Para la cuarta determinacién, la concentracién de reactivo extraido en la fase organica
es constante e independiente de la concentracién de analito presente en la muestra (Molins, 94],

por lo que puede considerarse que el blanco reactivo es constante con la concentracién del

analito.

En el quinto caso, las determinaciones fluorimétricas seleccionadas vienen afectadas

de una interferencia debida a la emisién Raman del disolvente.

Las medidas en los tres primeros casos se realizaron en el Shimadzu y en el cuarto
en el diodo-array. En el quinto caso se realizaron en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer
LS-50, con rendijas de excitacion y de emisién de 5 nm., y una velocidad de barrido de 60

nm./min. La temperatura de la celda se mantuvo constante a 20.0+0.1°C
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450 550 650
Longitud de onda / nm.

Figura 45: Espectros de absorcion del reactivo del biuret (medio 0.625 M de NaOH) para las
siguientes concentraciones de Cu2+ 1) 4.93x103M; 2) 9.87x103M; 3) 1.48x102M; 4) 1.97x102M;
5) 2.47x102M; 6) 2.96x102M; 7) 3.45x10 2M; 8) 3.94x102M.

a. - Determinacion de proteinas mediante el método del biuret

Se efectud la determinacién segun las condiciones experimentales establecidas en
[Henry,57]. La concentracion de NaOH final fue en todas las experiencias de 0.625 M. La
disolucién madre de albumina se preparé de una concentracion 0.84% (p/v), y el reactivo
de Biuret, mezclando en las proporciones adecuadas sulfato de cobre, citrato sédico tribasico

y carbonato sédico anhidro, siendo la concentracion de Cu2+ igual a 6.91 x10'2 M.

El reactivo de biuret presenta en el medio de reaccién un espectro de absorcién
ancho, con maximo a 670 nm. (figura 45). El cobre esta presente en una concentracion
superior a casi 200 veces la concentracion molar maxima de albumina ensayada (0.070-

0.42% (p/v)).
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1.0
05 0.5-
500 600 500 600

Longitud de onda / nm.

Figura 46: a) Espectros de disoluciones de biuret conteniendo Cu2+ 1.97 x10 2Aiy las siguientes
concentraciones de albumina, medidasfrente a blanco reactivo: 1) 0.07; 2) 0.14; 3) 0.21; 4) 0.28; 5)
0.35; 6) 0.42y 7) 0.49%; b) Espectros de las disoluciones a) medidasfrente a blanco disolvente.

Los espectros obtenidos para las distintas disoluciones preparadas para obtener las
rectas de calibrado de albumina, utilizando blanco reactivo y blanco disolvente, se muestran
en la figura 46. Los espectros frente a blanco agua muestran un desplazamiento hipsocrémico
del maximo de absorcion a altas concentraciones de proteina afiadida, 1o que esta de acuerdo
con el solapamiento de los maximos de absorciéon correspondientes al producto formado (545

Tim.) y al reactivo libre en exceso (670 nm.).

Los resultados obtenidos para la recta de calibrado de albumina frente a blanco
reactivo en el maximo de absorcion del complejo formado se muestran en la tabla XXXV
(dos réplicas), donde hay que resefiar que la ordenada en el origen es estadisticamente nula,
debido a la escasa relacion molar analito/reactivo en el intervalo de concentraciones

ensayado, como ha sido mencionado anteriormente.
Para aplicar el método, y de acuerdo con las bases tedricas descritas, hay que

seleccionar dos longitudes de onda tales que el reactivo presente la misma absorbancia frente

ablanco disolvente. Finalmente se seleccionaron los siguientes pares: 700/636 nm., 690/644
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1.25 —
1.00 —

0.75 —

0.25 —
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Figura 47: a) Aplicacion del HPSAM a la determinacién de albumina con biuret con las siguien-
tes sefales: 1) absorbancia a 545 nm. frente a blanco reactivo; 2) absorbancia a 636 nm. frente a blanco
disolvente; 3) absorbancia a 700 nm. frente a blanco disolvente; 4) incremento de absorbancia entre 636
y 700 nm. frente a blanco disolvente.

b) Residuales de las rectas 1 (%) y 4 (M).

4
nm. y 679/653 nm. En la tabla XXXV se muestran los resultados obtenidos aplicando los
test de Bartlett y ANOVA de homogeneidad de las varianzas y de coincidencia de rectas. De
ellos se deduce que las rectas obtenidas son estadisticamente coincidentes para cada par

seleccionado, por lo que la absorbancia del reactivo es la misma.

En la tabla XXXV se observan los resultados obtenidos para las rectas de calibrado
obtenidas utilizando como sefial analitica el incremento de absorbancia frente a blanco
disolvente a los tres pares de longitudes de onda seleccionados. Tanto el blanco interno

comoel externo coinciden para todas las réplicas realizadas.

De la comparacién de los resultados de la tabla XXXV se puede deducir que si bien

el método tradicional de medida frente a blanco reactivo es lo suficientemente preciso como
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, o X medida
Pardmetro Réplica S45+ AA(T00-636) AA(690-644) AA(679-653)
n 6 7
ara 1 -0.00+0.04 0.003 +0.009 0.002+0.007 0.001+0.005
* 2 0.00£0.03 0.003+0.007 0.002+0.007 0.002+0.004
1 2.99+0.13 1.15+0.03 0.84+0.03 0.482+0.018
bt 2 2.94+0.11 1.14+0.03 0.83+0.03 0.474+0.017
1 0.99940 0.99964 0.99953 0.99937
r 2 0.99958 0.99976 0.99959 0.99944
1 0.015 0.005 0.004 0.003
v 2 0.012 0.004 0.004 0.003
Limite de 1 0.019 0.014 0.016 0.018
det;:c"’" 2 0.016 0.011 0,015 0.017
Xmedidas
Pardmetro  Réplica
700 636 69 644 679 653
n 6
s se 1 0348+0.013 0.353+0.025 0.355+0.014 0.358+0.025 0.359+0.016 0.361+0.023
2 0.354+0.011 0.359+0.020 0.360+0.011 0.363+0.021 0.364+0.014 0.368+0.020
b o 1 -0.01+0.05  1.14+0.09  0.10+0.05  0.93+0.09  0.24+0.06  0.72+0.09
2 0.01+0.04  1.14+0.07  0.11+0.04  0.93+0.08  0.26+0.05  0.72+0.07
. 1 -0.18407 0.99801 0.92319 0.99718 0.98241 0.99574
2 0.26093 0.99878 0.96020 0.99796 0.98780 0.99699

Tabla XXXV Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacion de albumina con

biuret. ( medido frente a blanco reactivo).

para obtener buenos resultados, debido a las caracteristicas de la reaccion, la utilizacién del
Amétodo propuesto permite obtener limites de deteccion equivalentes en todos los casos
ensayados, a pesar de que las pendientes de calibrado de las rectas son menores. Ello
demuestra que ambos modelos describen adecuadamente los datos experimentales, como se

demuestra en los graficos de residuales (figura 47).

b.- Determinacion de torio con toron.

La determinacion se realizé segun las condiciones experimentales descritas en
[Sandeii,59]. La concentracion de HC1 final en todas las experiencias fue de 0.5 M. Se
prepararon disoluciones madre de torio (IV), de concentracion 2.01 xIO'2 M, a partir de

nitrato de torio, y otra de torén 0.1 % (p/v). En las experiencias realizadas, la concentracion
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Xmedida
Parametro
700 636 690 644 679 653
n 8
atsa 0.002£0.009 0.002+0.006 0.000:0.009 -0.000+0.007 -0.000+0.009 -0.001+0.007
b+sh 20.4+0.4  29.37+025  30.0+0.4  30.0+03  30.4+0.4 30.4+0.3
r 0.99991 0.99996 0.99992 0.99996 0.99993 0.99995
oo e Dot (20,98 r=0.48 A=0.20
Test de Snedecor A .
F095(2;12)=3.89 F7=0.004 B o= Fele—0.002

Tabla XXXV I: Resultados obtenidos para los test de Bartlett y Snedecor en la rectas de calibrado de

biuret.

de torén se mantuvo constante, y fue de 1.50 X10"4 M, estando las concentraciones ensayadas

de torio comprendidas en el rango 8.05xI0'6 M - 4.02 xIO'5 M.

El torén, en medio fuertemente acido, presenta el espectro de absorcion sefialado en

la figura 48, con el maximo a 477 nm.

Los resultados obtenidos para la recta de calibrado de torio frente a blanco reactivo
se en el maximo de absorcion del complejo formado (545 nm.) se muestran en la tabla
XXXVII, donde hay que resefiar que aunque la ordenada en el origen es estadisticamente
nula, esta mucho peor descrita que en el caso anterior, y su valor es alto (0.02 u.a.). Ello
es debido a que la variacién molar analito/reactivo en este caso es mucho mayor, y por tanto,
en los puntos de mayor concentracion de analito, el blanco reactivo resta de la disolucion una
absorbancia mayor a la debida al exceso de reactivo realmente existente, como se ha
mencionado en los fundamentos tedricos. Todo ello provoca la distorsion de la recta de
calibrado, aumentando el valor de la ordenada en el origen, y disminuyendo el correspon-

diente a la pendiente y el coeficiente de correlacion.

Para aplicar el método hay que seleccionar dos longitudes de onda tales que el
reactivo presente la misma absorbancia frente a blanco disolvente. Se seleccionaron dos
pares de longitudes de onda: 495/457 nm. y 487/466 nm. En la tabla XXXV III se muestran

los resultados obtenidos aplicando los test Bartlett y ANOVA. De ellos se deduce que las
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1.0

400 500 Longitud de onda / nm.

Figura 48: Espectros del torén en medio HCI| 0.5 M para las siguientes concentraciones: 1)
7.5x105M; 2) 11.3x105M; 3) 15.0xI05M y 4) 18.8x105M.
rectas obtenidas son estadisticamente coincidentes para cada par seleccionado, por lo que la
1

absorbancia del reactivo es la misma.

En la tabla XXXV I se muestran los resultados obtenidos para las rectas de calibrado
utilizando como sefial analitica el incremento de absorbancia frente a blanco disolvente a los

dos pares de longitudes de onda previamente seleccionados.

De la comparacion de la tabla XXXVII se puede deducir que el método propuesto
describe adecuadamente los datos experimentales, mientras que la metodologia tradicional
introduce distorsiones en la recta de calibrado. Por todo ello los limites de deteccion son
menores con los calibrados de la metodologia propuesta, a pesar de que las pendientes
obtenidas son menores. Ello se ve mejor en la grafica de residuales mostrada en la figura 49.

Se puede observar que los puntos extremos son los que presentan una mayor desviacioén, y
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1.60

1.40

1.20

1.00
0.60 1

0.20

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Concentracion / ppm

0.02

0.00

03348 &S

oc
-0.02

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Concentracion / ppm

Figura 49: a) Aplicacién del HPSAM a la determinacién de torio con torén con las siguientes
sefiales: 1) absorbancia a 545 nm. frente a blanco reactivo; 2) absorbancia a 495 nm. frente a blanco
disolvente; 3) absorbancia a 457nm. frente a blanco disolvente; 4) incremento de absorbancia entre 495
y 457 nm. frente a blanco disolvente.

b) Residuales de las rectas 1 (%) y 4 (M).

A
por tanto, un mayor error, de acuerdo con todo lo expuesto. Los blancos interno y externo

son coincidentes.

c.- Determinacion de magnesio con amarillo de titano.

Se realiz6 el estudio de la determinacion de Mg2+ con amarillo de titano, siguiendo
el método propuesto en [Kenion,55], realizandose todas las experiencias en un medio 0.8 M en
NaOH. Se prepararon disoluciones madre de Mg2+ 0.127 M, a partir del nitrato de
magnesio, y de amarillo de titano 0.03 y 0.04 % (p/v). Para las experiencias realizadas, el
margen de concentraciones de Mg2+ se situd en el intervalo 3.8 x 10'5M y 1.90x 10" M. La

concentracion de amarillo de titano fue de 3.45x10'5M y de 4.60x10°5 M.
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Parametro

I«

Limite de
deteccion
(mg/L)

Parametro

Réplica -

N a N o N aoa N a

Réplica m

N

545*

5
0.02+0.03
0.02+0.03

0.060+0.005
0.059+0.005
0.99893
0.99873
0.010
0.010
0.7

0.7

487

1.43+0.03
1.339+0.015
-0.002 +£0.005
-0.0020+0.0025
-0.63167
-0.78474

466

X medida
AA(487-466)

0.000+0.005
0.003 £0.005
0.0229+0.0009
0.0223 + 0.0009
0.99961
0.99955
0.0025
0.003
0.4

0.4

X medidas

495

1.43+0.4
1.333+0.020
-0.025 +£0.006
-0.024+0.003

-0.98975

-0.99648

1.343+0.025
1.254+0.015
0.009+0.004
0.0102+0.0025
0.96191
0.98853

AA(495-457)

0.001 +0.004
-0.000+£0.004
0.0355+0.0006
0.0355 + 0.0007
0.99992
0.99989
0.0018
0.0021
0.17

0.20

457

1.34+0.03
1.255+0.019
-0.026 +0.005
-0.025+0.003

-0.99298

-0.99706

Tabla XXXVII: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacién de torio con

torén C medido frente a blanco reactivo).

X medida
Parametro
495 457 487 466
n 4
+ sa 0.02+0.04 0.01 +0.04 0.02+0.07 0.02+0.06
+ sb 0.091 £0.003 0.092+0.003 0.097 £0.005 0.097 £0.004
r 0.99988 0.99991 0.99983 0.99988
Test de Bartlett
X2.,=0.028 Xtde=0.046

A»0)=3-84

Test de Snedecor
FQ95(2;4)=6.94

=0.10 Feae=0.017

Fcalc-

Tabla XXXV III: Resultados obtenidos para los test de Bartlett y Snedecor en la rectas de calibrado

de toron.
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1.0

0.5

400 500 Longitud de onda/ nm.

Figura 50: Espectros del amarillo de titano en medio NaOH 0.5 M para las siguientes
concentraciones: 1) 8.6x1a6M; 2) 1.72x10- M; 3) 2.59xI05My 4) 3.45xI0s M.
El amarillo de titano, en el medio de reaccion, presenta el espectro sefialado en la

figura 50, con el maximo de absorcién localizado a 499 nm.

Se estudiaron dos concentraciones diferentes de amarillo de titano, pues se queria
comprobar experimentalmente que los resultados obtenidos utilizando AA dependen

4
exclusivamente de la concentracion del analito presente, y no de la del reactivo.

Los resultados obtenidos para la recta de calibrado frente a blanco reactivo en el
maximo de absorcion del complejo formado (545 nm.), se muestran en la tabla XXXIX, para
las dos concentraciones de reactivo ensayadas. Hay que resefar que las pendientes de ambas
rectas son similares, aunque la recta obtenida con la menor concentracién de reactivo esta
peor descrita, ya que se ha sobrepasado el intervalo lineal de concentraciones, y el ultimo
punto deberia descartarse. Las ordenadas en el origen son estadisticamente nulas, pero muy
mal descritas (sa=0.07 y 0.03 u.a.), como en el caso de la determinacién de torio, y por las

mismas razones alli expuestas.
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Parametro

S«

Limite de
deteccién
(mg/L)

Conc.
amarillo de
titano / M

Parametro

T

Conc.
amarillo
titano / M

Tabla XXXIX: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinaciéon de magnesio con

Replica -

N O N —

= N A

Réplica

= N A N A

545*

5
0.00+0.07
0.01+£0.03

0.101 £0.023
0.096+0.009
0.99046
0.99802
0.024
0.010
0.9

0.5

523

0.852+0.019
1.47 £0.04

0.074+0.006

0.054+0.013
0.99858
0.98856

X medida
AA(523-475)

6
0.002 + 0.011
0.001 £0.008
0.095+0.004
0.094 +0.003
0.99942
0.99974
0.006
0.004
0.22
0.15
3.452x105
4.597 x10'5
X medidas
475 529
0.849+0.021 0.776+£0.021
1.46+0.03 1.35+0.04
-0.020+0.007 0.083 £0.007
-0.039+£0.011 0.064+0.013
-0.97700 0.99868
-0.98512 0.99165
3.452xI0'5
4.597x10 5

amarillo de titano ( medido frente a blanco reactivo).

Los pares de longitudes de onda donde el reactivo presente la misma absorbancia
frente a blanco disolvente fueron 523/475 nm. y 529/470 nm. En la tabla XL se muestran
los resultados obtenidos aplicando los test de Bartlett y ANOVA. De ellos se deduce que las

rectas obtenidas son estadisticamente coincidentes para cada par seleccionado, por lo que la

absorbancia del reactivo es la misma.
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AA(529-470)

-0.003+0.012
-0.003+£0.011
0.106+0.004
0.104 +0.004
0.99947
0.99958
0.007
0.006
0.21

0.19

470

0.782+0.020
1.35+£0.03

-0.024 +£0.007

-0.041 £0.010
-0.98580
-0.98956
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Figura 51: a) Aplicacién del HPSAM a la determinacion de torio con torén con las siguientes
sefiales: 1) absorbancia a 545 nm. frente a blanco reactivo; 2) absorbancia a 529 nm. frente a blanco
disolvente; 3) absorbancia a 470 nm. frente a blanco disolvente; 4) incremento de absorbancia entre 529
y 470 nm. frente a blanco disolvente.

b) Residuales de las rectas 1 (%) y 4 (M).

En la tabla XXXIX se muestran los resultados obtenidos para las rectas de calibrado
de torio utilizando incrementos de absorbancia frente a blanco disolvente a los dos pares de
longitudes de onda seleccionados. Hay que resaltar que, como se pretendia demostrar, para
cada par de longitudes de onda seleccionado, los resultados son equivalentes, a pesar de la
diferencia de concentraciones de blanco reactivo afiadido. Como se ha comentado en las
bases tedricas, el incremento de absorbancia sélo depende de la concentracion de analito

presente. Los blancos interno y externo son iguales.

Comparando la tabla XXXIX, se puede deducir que el método propuesto describe
adecuadamente los datos experimentales, con pendientes de las rectas iguales o superiores

a las obtenidas frente a blanco reactivo. Ademas, mientras que la metodologia tradicional
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introduce distorsiones en la recta de calibrado, el uso de incrementos de absorbancia permite
describir mejor los resultados a un modelo lineal, con ordenadas en el origen estadisticamente
nulas y bien descritas (ja=0.008 y 0.0012 u.a.), limites de deteccién sensiblemente inferiores
e intervalos lineales de concentracion mucho mayores. La representacion de los residuales

mostrada en la figura 51 describe graficamente todo lo expuesto.

X medida (réplica 1)
Parametro

523 475 529 470
n 5
at sa 0.02+0.03 0.04+0.03 0.02+0.05 0.03+0.03
b tsb (246£15)x102 (245+ 12)x 102 (226+21)x 102 (226+ 11)x 102
r 0.99965 0.99976 0.99914 0.99975
Conc. amarillo ,
titano / M 3.452x10'5
Test de Bartlett
XDHI)=3 M ;aic =0.08 x"-0.62
Test de Snedecor =198 Fodo= 3.09

Fa9%(2;6)=5.\4

X medida (réplica 2)

Parametro
523 475 529 470
n 5
* sa 0.03+0.04 0.03+0.05 0.02+0.05 0.02+0.05
b £ sb (317+12)x102  (317£15)XI02 (292+16)xI02 (294+16)xI02
r 0.99973 0.99956 0.99945 0.99944
Conc. amarillo .
titano / M 4.597 x10'5
Test de Bartlett
jeai»(7)=3.84 Xocale =0.19 A=0.001
Test de Snedecor
Fa932:6)=5.14 Feale~=0.001

Tabla XL: Resultados obtenidos para los test de Bartlett y Snedecor en la rectas de calibrado de

amarillo de titano.
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Figura 52: a) Espectros del blanco reactivo (1) y del blanco reactivo mas 9.6 ppm de dl-
metanfetamina (2)frente a blanco disolvente; b) Espectros del blanco reactivo (1) y del blanco reactivo
mas 8.66 ppm de d-metanfetamina (2)frente a blanco disolvente; c) Espectros del blanco reactivo (1) y
del blanco reactivo mas 8.66ppm de dl-anfetamina (2) frente a blanco disolvente.

d.- Determinacion extracto-colorimétrica de anfetaminas con l,2-naftoquinona-4-

sulfonato.

El procedimiento experimental se ha descrito en [Moiins,94j. Para realizar las rectas de
calibrado de anfetamina y metanfetamina se tomaron volumenes variables (0.1 a 1.0 mL.)
de una disolucion patron de cada uno de los analitos, a los que se adicion6 1.0 mL de
tampon (fosfato de pH=7.5 o bicarbonato de pH = 10.0), 1.0 mL. de reactivo NQS al 0.5%
y agua destilada hasta completar un volumen de 3.0 mL. La mezcla se calenté durante 30
min. a 70°C, o 5 min. a 45°C, y el producto de reaccidon se extrajo con cloroformo
(volumen fase organica 3.0 mL.). Finalmente se registré la absorbancia del extracto organico

entre 190 y 820 nm. cada 2 nm. frente a blanco (reactivo o disolvente).

En la figura 44A se describia la situacion en la que el blanco interno y externo son
iguales. La recta de calibrado de la ;/-metanfetamina/NQS responde a dicha situacién. En
la figura 52A se muestran los espectros correspondientes al blanco reactivo y los correspon-

dientes a la disolucién de reactivo en presencia de 9.6 pg/mlL de ;/-metanfetamina.
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Figura 53: a) Representacién del blanco Figura 54: a) Rectas de calibrado obtenidas
interno (---) y externo ( J para el calibrado de para la determinacion de dl-metanfetamina usando
dl-metanfetamina usando NQS como reactivo y las siguientes sefiales analiticas: 1) absorbancia a
extrayendo el producto de reaccion con CHCI3 b) 382 nm. frente blanco disolvente; 2) absorbancia a
cociente blanco interno/blanco externo. 434 nm. frente blanco disolvente; 3) absorbancia a

464 nm. frente blanco reactivo; 4) AA(434-382).
b) Residuales de las rectas 3 (*) y 4 (u).

Como puede observarse en la figura 53A, los blancos interno y externo son
coincidentes, presentando valores que no difieren en mas de un 5% (figura 53B). Por lo
tanto, seleccionando dos longitudes de onda en las que el blanco externo presente la misma
absorbancia, se obtienen dos rectas que intersectan en el punto H, de coordenadas (0, Alhmo
eian) (figura 54A). El uso de AA como sefial analitica permite obtener rectas que pasan por

origen de coordenadas, indicando por tanto que la contribucién del blanco ha sido
eliminada. En la tabla XL| de muestran los resultados obtenidos para tres pares de longitudes
de onda diferentes, en los que la absorbancia del blanco reactivo es la misma. En todos los
casos, los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo predicho por las bases tedricas del

método.

En la figura 54A se representan el grafico del HPSAM para el par 434/382 nm., la
absorbancia del blanco externo y las rectas de calibrado utilizando incremento de absorbancia

frente a blanco disolvente o absorbancia frente a blanco reactivo.

La utilizacion de valores de AA como sefal analitica permite mejorar la linealidad

respecto a la obtenida utilizando valores de absorbancia frente a blanco reactivo (tabla XL1I).
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En la figura 54B se muestra e grafico de residuales, donde se observa que el HPSAM ajusta

mejor los datos experimentales.

X medidas 434 382 430 390 426 396
ats 0.136+0.005 0.143+0.004 0.143+0.005 0.150+0.005 0.149£0.005 0.155+0.005
(bxshxI03 1122 £ 0.1 497 + 0.10 10.46x0.11 447 + 0.10 9.63 £ 0.12 4.67 +0.11

r 0.99990 0.99963 0.99988 0.99949 0.99985 0.99947
Kdc 101.754 51.986 91.887 44.240 81.091 43.470
Narcoet 0.1387 0.1385 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479
X medidas 464(blanco reactivo) AA(434-382) AA(430-390) AA(426-396)
atsa -0.015 + 0.003 -0.0070+£0.0009 -0.0074+0.0008 -0.0063 +0.0007
(bxshx10 3 14.67 £ 0.07 6.248 +0.019 5.990 + 0.019 4.962 + 0.017
r 0.99998 0.99999 0.99999 0.99999
lode 219.734 314.472 314.608 295.022
n 4 4 4 4
Limite de deteccion/ppm 1.32 0.92 0.92 0.98

Tabla XL I: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacion de dl-metanfetamina

en presencia de NQS.

En la figura 44B se describia la situacion en la que las ordenadas en el origen de las
rectas de calibrado a X y X* (blanco interno) son iguales, pero no lo son con el valor
esperado del blanco externo. Las causas de esta situacion pueden ser diversas, p. ej. que el
reactivo no haya sido preparado correctamente, o que la adicion del mismo a los patrones
no haya sido reproducible. En este caso es importante tener en cuenta un factor adicional:
la extraccion ineficiente del reactivo en presencia de analito. En esta situacion, la utilizaciéon
de incrementos de absorbancia como sefiales analiticas puede eliminar este tipo de error
sistematico, que no podria ser eliminado mediante la aplicacidon del método tradicional. En
la figura 55A se muestra el comportamiento del blanco interno y externo para la determina-
cion de ¢ f-metanfetamina (espectros en figura 52B). En este caso, y aunque el blanco interno
y externo no son coincidentes, la relacion entre ellos es constante en el intervalo de
longitudes de onda estudiado (figura 55B). En la tabla XLIl se muestran los resultados

obtenidos para tres pares de longitudes de onda en las que el blanco externo presenta el

mismo valor de absorbancia. En la figura 56A se muestra el grafico del HPSAM para el par
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Figura 55: a) Representacion del blanco Figura 56: a) Rectas de calibrado obtenidas
interno externo ( J para el calibrado de para la determinacion de d-metanfetamina usando las
d-nietanfetamina usando NQS como reactivo y siguientes sefiales analiticas: 1) absorbancia a 396
extrayendo el producto de reacciéon con CHCI3 b) nm. frente blanco disolvente; 2) absorbancia a 426
cociente blanco interno/blanco externo. nm. frente blanco disolvente; 3) absorbancia a 464

nm. frente blanco reactivo; 4) AA (426-396).
b) Residuales de las rectas 3 (*) y 4 (m).

426/396 nm., la absorbancia del blanco externo y las rectas de calibrado utilizando

incremento de absorbancia frente a blanco disolvente o absorbancia frente a blanco reactivo.

La utilizacién de valores de AA como sefial analitica no permite una mejora de la
linealidad respecto a la obtenida utilizando valores de absorbancia frente a blanco reactivo
<tabla XLIIl), pero si elimina el error constante que una ordenada en el origen no nula
introduciria en la determinacion del analito. En la figura 54B se muestra el grafico de

residuales® siendo éstos mas pequefios cuando se utiliza el HPSAM.

También se pueden encontrar ejemplos donde los espectros del blanco interno y
externo no sean coincidentes (figura 44C), como se ha podido demostrar mediante la
aplicacion del HPSAM. En este sentido, se ha observado que réplicas de disoluciones
cloroférmicas del reactivo presentan diferencias en el intervalo de longitudes de onda entre
380 y 420 nm. En estos casos, las rectas de calibrado obtenidas a la longitud de onda donde

el blanco interno y externo coinciden proporciona el minimo error.
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X medidas 430 390 426 396 424 398
a tsa 0.174+£0.006 0.175+0.003 0.180+0.006 0.180+0.003 0.1824£0.005 0.182+0.003
(bxshx/03 10.03+0.14 4.09 + 0.07 921 + 0.13 429 + 0.08 879 + 0.13 445+ 0.08

r 0.99973 0.99958 0.99970 0.99952 0.99968 0.99951
e 74.188 59.541 70.354 56.011 68.683 55.285
AHbawot 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479 0.1494 0.1493
X medidas 464(blanco reactivo) AA(430-390) AA(426-396) AA(424-398)
at*sa 0.014+0.007 -0.001 £0.004 -0.0008+0.0024 -0.0005+0.0021
(bts,)x103 14.26 + 0.16 5.94 + 0.07 492 + 0.06 4.35 + 0.05
r 0.99982 0.99979 0.99981 0.99981
tcdc 90.686 83.688 88.318 87.885
n 5 5 5 5
Limite de deteccion/ppm 225 2.44 2.31 2.32

Tabla X L II: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacién de d-metanfetamina

en presencia de NQS.

En la figura 52 C se mostraba el espectro del blanco reactivo y del producto NQS;d/-
anfetamina (8.66 ¢4tg/mL). Los blancos interno y externo correspondientes a la determinacion
de ¢ //-anfetamina son diferentes, como se observa en la figura 57A. En la tabla XLIII se dan
los resultados obtenidos al utilizar incrementos de absorbancia como sefiales analiticas a tres
pares de longitudes de onda distintos, donde el blanco externo presenta la misma absorbancia.
Sin embargo el blanco interno proporciona valores diferentes, como se deduce al comparar
las ordenadas en el origen obtenidas a las distintas longitudes de onda.

En la figura 58A se muestra el grafico del HPSAM para el par 432/394 nm., la
absorbancia del blanco externo y las rectas de calibrado utilizando incremento de absorbancia
frente a blanco disolvente o absorbancia frente a blanco reactivo. En este caso, la ordenada

en el origen de la recta obtenida utilizando incrementos de absorbancia no es cero, puesto
que Aj *A°k. Ademas, el valor del estadistico faces menor que el obtenido para la recta de

calibrado utilizando valores de absorbancia frente a blanco reactivo como sefiales analiticas,
debido a que los fundamentos del método ya no son aplicables, y los incrementos de
absorbancia no dependen sélo de la concentracion de analito. La figura 58B evidencia esto,
al ser mayores los residuales para el HPSAM. Cuando se presenta una situacion de este tipo,
para aplicar el HPSAM no se pueden seleccionar dos longitudes de onda en las que el blanco

externo presente la misma absorbancia. El tratamiento de los datos de forma tradicional, o
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D 2 Kol m
Conc <‘Aanfrtamina/ ppm

O Da® .o n n

Longitud de onda / nm. Conc rfronfetamina / ppm
Figura 57: Representacion del blanco interno (- - -) Figura 58: a) Rectas de calibra-
y externo ( J para el calibrado de dl-anfetamina usando do obtenidas para la determinacién de d-
NQS como reactivo y extrayendo el producto de reaccion con metanfetamina usando las siguientes
CHCI3 senales analiticas: 1) absorbancia a 394

nm. frente blanco disolvente; 2) absor-
bancia a 432 nm. frente blanco disolven-
te; 3) absorbancia a 450 nm. frente
blanco reactivo; 4) AA(432-394).

b) Residuales de las rectas 3 0

y 4 (m.
mediante la aplicacién del HPSAM, conduce a la obtencién de resultados afectados de error,
si no se aplica un procedimiento para eliminarlo. EI procedimiento tradicional puede ser
utilizado si se puede demostrar que existe al menos una longitud de onda donde blanco
interno y externo coincidan, y ademas la concentracion de reactivo pueda considerarse
constante para todo el intervalo dinamico de concentraciones del analito. Esta ultima
Eondicic’;n no puede cumplirse si no se trabaja en condiciones de gran exceso de reactivo, o
en el caso de procedimientos extracto-espectrofotométricos, si en la fase organica no se
extrae la misma cantidad, independientemente de la concentracion de analito presente.

Cuando estas condiciones no se cumplen, se obtiene un valor para la pendiente de la recta

de calibrado diferente al real de la misma.

e.- Determinacion fluorimétrica de fenol.

Se prepard una disolucion patrén de 500 ppm de fenol, y tampon fosfato de pH =7.0.
Los calibrados de fenol se prepararon en matraces aforados de 25 mL., a los que se anadié
2.5 mL. de tampodn fosfato y cantidades variables de disolucion patron (previamente diluida)

para dar concentraciones finales en el intervalo 0-250 ppb.
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X medidas 440 382 432 394 424 404
atsa 0.116+£0.003 0.133+0.006 0.132+0.004 0.143+0.005 0.143+0.004 0.150+0.005
(bxshx/03 1867 x0.11 599 + 020 17.72 + 0.12 869 = 0.17 1649 + 0.13  11.26+0.15
r 0.99997 0.99887 0.99995 0.99963 0.99994 0.99981
e 176.594 29.761 144.414 51.623 125.176 73.160
Abamot 0.1436 0.1436 0.1478 0.1479 0.1494 0.1493
X medida 450(blanco reactivo) AA(440-382) AA(432-394) AA(424-404)
atsa -0.0122+0.0025 -0.016+0.006 -0.011+0.004 -0.0066 + 0.0022
(bisdxIO 3 19.14 + 0.08 12.68 + 0.20 9.03 + 0.13 523 + 0.07
r 0.99998 0.99976 0.99981 0.99983
[ 27 2) 240.709 64.528 71.717 76.509
n 4 4 4 4
Limite de deteccion/ppm 0.89 3.24 2.93 2.75

Tabla XL U|: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacién de dl-anfetamina

en presencia de NQS.

En disolucién acuosa apH =7.0, el fenol presenta un maximo de excitacién a 270 nm.
Excitando a dicha longitud de onda, se observa un maximo de emisién a 299 nm., como se
puede ver en la figura 59. En dicha figura se muestra la pendiente de las curvas de calibrado
de excitacion y emision para el fenol (eje izquierdo). De esta manera se considera solamente
el comportamiento espectral del analito. En estas condiciones experimentales, y como puede
verse en la figura 59, eje derecho, la banda de emision Raman del disolvente solapa

Completamente con los maximos de emision de los analitos.

En este apartado se pretende determinar fenol en medio acuoso a pH=7.0 (tampdn
fosfato). Si se quiere eliminar la contribucidon del blanco la bibliografia ha descrito
procedimientos basados en cambiar la longitud de onda de excitacion a valores menores
[Naley,83], aunque ello conlleva una perdida de sensibilidad al no estar trabajando en las
condiciones oOptimas. Para aplicar el HPSAM, se tienen que seleccionar dos longitudes de

onda tales que éste presente la misma intensidad de emision de fluorescencia.

Ante todo se ha comprobado la coincidencia del blanco interno y externo, para
determinar cualquier anomalia en su comportamiento. En este caso, la sefial debida al blanco

puede suponerse constante en todo el intervalo de concentraciones del analito, debido a su
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4000—1 —200

Excitacién Emisién

3000- -150 3

2000- %

-50

230 250 270 290 310 330 350 370
Longitud de onda / nm.

Figura 59: Eje izquierdo: Pendientes de las rectas de calibrado de excitacion y emisién, en medio
acuoso apH=7.0 (tampénfosfato) para a) Fenol (\ac de 230 a 290 nm.; X* = 300nm.; X" de 276
a 370 nm.; \ac - 270 nm.)
Eje derecho: b) Espectro de emisién para el agua/tampoénfosfato (pH = 7.0). \as
de 282 a 370 nm.; \ac = 270 nm.

naturaleza. En la figura 60 se representan ambos, donde se observa que coinciden totalmente.
Una vez comprobado esto, se seleccionaron pares de longitudes de onda donde el blanco
presentase la misma intensidad de fluorescencia. Los datos estadisticos de las rectas obtenidas
se representan en la tabla XLI1V. Puede observarse que las rectas obtenidas cuando se utiliza
AlF como sefial analitica tienen ordenadas en el origen nulas, puesto que la contribucién
debida al Raman del disolvente ha sido eliminada. En cuanto a la recta obtenida en el
maximo de emision, la contribucidon del blanco ha sido eliminada por el sistema habitual de

restarle el valor medio de una serie de medidas de éste.

Los limites de deteccion son mas pequefios cuando se utiliza Alf en vez del valor
habitual de Jf en el maximo de emision (restdndole el valor de la sefial del blanco), a pesar
de que las pendientes obtenidas son menores. Esto se explica faciimente viendo que el valor
del estadistico tac de linealidad es mayor utilizando el HPSAM, y por lo tanto los datos

obtenidos ajustan mejor a dicho modelo.

Del mismo modo la concentracién de saturacion (concentracién de analito que al ser
medida da una intensidad de fluorescencia de 1000, el maximo que puede medir el equipo)

es mayor cuando se utiliza incrementos de intensidad. En este caso, se ha tomado como
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200-1

150

100

50

0 PSP FO0 T

280 290 300 310 320 330 340 350

Longitud de onda de emision / nm.

Figura 60: Blancos interno (— )y externo (-—-—---—-—- ) para el agua/tampénfosfato (pH = 7.0).
XA de 280 a 350 nm.; \ac = 270 nm.

concentracion de saturacion la mas pequefia de la de las rectas que sirven para su

construccion.

X medida n at sa (bxsh/ppm de{g:c];f’)en/(:fpb tde Cocr;(c,).n/sslt:)ra-
7/289.5) 5 29+ 4 3128 £ 30 0.99986 3.6 104.214
7/315.5) 5 29+ 5 2248 £ 34 0.99965 4.1 65.440

A7 (289.5/3155) 5 0+ 1 879+ 5 0.99996 0.6 3.0 187.864 310.4
7/290.0) 5 33 +4 3239+ 31 0.99986 3.8 103.291
7/335.0) 5 32+ 2 533+ 12 099923 15 44.235

A7 (290.0/335.0) 5 0+ 3 2706 + 20 0.99992 2.4 4.1 137.197 298.5
7/290.0) 5 33+4 3239 + 31 0.99986 3.8 103.291
7/341.0) 5 33+2 354+ 14 099758 17 24.826

A7 (290.0/341.0) 5 0+ 2 2885+ 18 0.99994 2.1 35 161.243 298.5
71298.5) o/ 2+ 7 4049 + 56 0.99972 6.7 7.6 72.840 246.5

(maximo emision)

Tabla XLIV: Resultados obtenidos para las rectas de calibrado en la determinacién mediante

espectrofluorimetria defenol.
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4.1.2.3.- CONCLUSIONES.

La aplicacién del HPSAM utilizando incrementos de sefiales analiticas en las
determinaciones que utilizan blancos absorbentes permite evaluar y eliminar el error
sistematico que el exceso de reactivo introduce en dichas determinaciones si se utiliza la
tradicional metodologia de medida frente a blanco afiadido en su concentracion inicial. Para
el desarrollo de las bases teéricas del método se han definido dos nuevos conceptos: blanco
interno, correspondiente al hallado por extrapolacién de rectas de calibrado del analito en
presencia del reactivo, y blanco extémo, a partir de disoluciones de reactivo. La comparacién
del valor de ambos permite evidenciar y caracterizar el error, si existe, que la presencia del
blanco reactivo introduce en el andlisis. Como aplicacién préctica se han estudiado cinco
determinaciones distintas, representativas cada una de ella de una situacién experimental

distinta, y utilizando tanto espectrofotometria como espectrofluorimetria.
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4.1.3.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

4.1.3.- MEZCLAS TERNARIAS

En este apartado se amplian las bases teéricas del HPSAM para la resolucion de
mezclas ternarias, buscando longitudes de onda para los dos interferentes donde se cumpla
una determinada relacién. A partir de estos valores, y mediante una adecuada transformacion,
conseguimos igualar el comportamiento espectral de ambas especies, resolviendo la muestra

ternaria como si se tratara de una mezcla binaria.
4.1.3.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS.

Sea una mezcla ternaria S de los compuestos X, Y y Z, cuyos espectros se muestran
en la figura 61. La absorbancia de la muestra a cada longitud de onda vendra descrita por

la suma de las absorbancias de cada especie a dicha longitud de onda:

Ag = &, XCy + &, XCy + &, XCy = Ay + Ay + Ay (109)
donde &,, €,y &, son los coeficientes de absortividad molar para X, Yy Z; C°, Gy C/°
son las concentraciones de las especies X, Y y Z en la muestra S, y Ay , Ay y Ay son las

absorbancias individuales de las especies X, Y y Z en la muestra S a la longitud de onda en

estudio.

Si se quiere determinar la concentracion de la especie X en la muestra S, donde
ademas estén presentes los otros dos compuestos Y y Z, utilizando el HPSAM. Para ello
necesitamos encontrar dos longitudes de onda Ay, y Ay, donde se cumpla la siguiente condi-
cion:

A

YXG) _ %
A

A

20 =, (110)

Y.X(K) ZX%)

En la figura 62 se representa el comportamiento espectral de la muestra S cuando sélo
se consideran las longitudes de onda Ay y Ay,. También se representa el mismo grafico,

pero tras la transformaci6n de los datos considerando el factor ry,, que sélo depende de la
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N2gOX350° 3

Longitud de onda

Figura 61: Comportamiento espectral del analito X, interferentes Yy Z, y la muestra S.

naturaleza de los compuestos Y y Z. El factor rYZpermite transformar la sefal analitica de
Y y Z entre \ X)) y \ W en una linea recta de pendiente nula. De esta manera, las bases
tedricas descritas para mezclas binarias son facilmente aplicables a la resolucién de mezclas

ternarias.

Las ecuaciones de las rectas obtenidas por aplicacién del HPSAM a las dos longitudes

de onda \ X)) y \ X} previamente seleccionadas seran (figura 63):
Para AX) = Ax x» + Ar x» + Az X)) + Mxx9x Qo i=0,l,...,w (111)

Para \XK: AXK = Ax X + AY X + Az X§ + MxX§ XCx\i=0,l,....,n (112)

donde AX) y AXK son las absorbancias medidas a las dos longitudes de ondapreviamente
seleccionadas; MX X)) y Mx XK son laspendientes de las rectas obtenidas a \ Xj) y \ Xk, Cx
es la concentraciéon de analito X afadida en la disolucién /; n es el niumero de adiciones de

analito puro realizadas. Cuando i = 0 se tiene la disolucion que sélo contiene muestra.

Si multiplicamos la ecuacion 112 por el factor rYZobtenido en la expresion 110, se

obtiene que (figura 63):

rY,Z XIAX(*) = rY,Z X/AX .X(k) + rvYzZ JX(k) + rY,Z XyAZ .X(k) + rY,Z XAX ,Xk) X AX =
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z.xQ)

Y,X  YX(k
m
X.X(i)

Figura 62: Linealizacién del comportamiento espectral de los interferentes YyZ cuando son co-
rregidos por elfactor rYZ (sélo se consideran \ wt)) y \(xW).

= rYZ XAX, XK + AY(Xt) + Azyd + ryz XD x XK x » 013)

Las rectas (111) y (113) permiten el calculo de la concentracion de analito X exenta

de error, a partir de la abcisa de su punto de corte, que es el punto H, de coordenadas (-

CHoo>AHYZ):
X, X)) Ay X)) + Az X)) + Mx X)) x(-CHXY) =

=rYZ xAx,X§ + Ay xv) +Az X0 + rYZ xMx XK x(-CHX)

r _AXLX(}) rY,z X I*X,X(*) ni>n
H 7.. XM K
'Y,z “TIYIX | X{k) IVIX , Xtj)

donde CHX=CX0es la concentracion de analito X en la muestra, puesto que la ecuacién (114)
depende solo de variables relacionadas con el analito. El error incorregible debido a la
presencia de dos interferentes directos ha sido transformado en un error sistematico
constante, que es facilmente evaluable, como predicen las bases del HPSAM. Si se sustituye

el valor obtenido en la ecuacion (114) en (111) 6 (113) se obtiene para AHYZ:

AYD =Ay'xt) + AZ xtj) = ryz +AZ xm 3 (115)

Las longitudes de onda donde se cumple la ecuacion (110) se localizan facilmente,

como se deduce de dicha ecuacion, reordenandola de la siguiente forma:
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HY2

Concentracion afadida (X)

Figura 63: Representacion grafica de las rectas obtenidas aplicando el HPSAM a mezclas terna-
rias.

(116)

puesto que en este caso rYZsera el mismo para Y y para Z.

Por tanto, para calcular las longitudes de onda, s6lo son necesarios un espectro de la
especie Y y otro de Z. Después se realiza el cociente de ambos y se localizan los pares de
longitudes de onda que presenten el mismo valor para el cociente. Aunque el valor de dicha
relacion depende de las concentraciones de Y y Z en los espectros obtenidos, su valor sera
el mismo a las dos longitudes de onda seleccionadas. En la figura 64 se muestra dicho
cociente para un espectro de Y y otro de Z, y dos longitudes de onda \m y \ X donde la
ecuacion (116) se cumple. Dichos valores dependen de la naturaleza de los compuestos Y y
Z, pero no de la de X. Por tanto, dichos valores de pares de longitudes de onda sirven para
calcular cualquier analito X en presencia de Y y Z simultaneamente. De todos los pares de

longitudes de onda posibles, existen para cada analito determinados pares que dan a la
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Longitud de onda

Figura 64: Cociente entre los espectros de los interferentes Yy Z. Seleccion de dos longitudes
de onda \m)) y donde se cumple laecuacion 110.

determinacién la maxima precision. Estos son los que hacen al denominador de la ecuacion

(114) lo mas grande posible.

Cuando se sabe que en la determinacion no existe efecto matriz, el método puede
simplificarse experimentalmente, midiendo los valores de absorbancia de la muestra a \ X))
y K>y tomando como valores para MXXj) y MXXK los obtenidos en las rectas de calibrado

de X (los coeficientes de absortividad molar). En este caso la ecuacion (114) se transforma

en:

v A
_r - S 9X(J) Y,z , X(k) 17\

que permite el calculo de la concentracion de analito X en la muestra sin necesidad de
realizar la adicidon estandar, asi como determinar las concentraciones de Y y Z en la muestra
(independientemente del método elegido para calcular la de X). La optimizacion del valor del
denominador en las ecuaciones (114) 6 (117) puede hacerse para cada especie, con lo que

siempre se obtendran los resultados mas precisos.
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4.1.3.2.- ESTUDIO DE DIFERENTES MEZCLAS TERNARIAS FENOLICAS.

Procedimiento.

Se obtuvieron los espectros de absorcion para distintos calibrados de fenol, o-cresol,
4-clorofenol y 3,4-diclorofenol (preparadas en NaOH 0.1 M inmediatamente antes de
medirlas). El intervalo de longitudes de onda seleccionado fue de 220 a 320 nm. cada 0.2
nm. en el Perkin EImer Lambda 16, y la linea base se obtuvo con NaOH 0.1 M antes de la
medida de cada serie. Estos datos sirvieron para calcular los coeficientes de absortividad

molar de cada especie.

Para aplicar el método propuesto, se prepararon cuatro mezclas ternarias, cuya
composicion se muestra en la tabla XLV, donde se ha remarcado la especie considerada
como analito (descrita como X). Las concentraciones de analito afadidas para cada mezcla
cuando se aplicé el método de adicion estandar del punto H variaron para cada muestra entre
0y 1.063 x 10" M para el fenol, 0y 9.307 x 10'5M para el o-cresol, 0y 7.771 x 10'5M para
el 4-clorofenol y 0 y 6.215x105M para el 3,4-diclorofenol. Los espectros se registraron

cada 0.2 nm., en el Perkin-Elmer Lambda 16.

MUESTRA XxIOVmolxL'"1 YxIOVmolxL/1 ZxI09molxL"

o-cresol 4-clorofenol 3,4-diclorofenol
A 4.467 3.730 2.983
3,4-diclorofenol fenol o-cresol
° 2.983 5.104 4.467
fenol o-cresol 4-clorofenol
¢ 5.104 4.467 3.730
4-clorofenol fenol 3,4-diclorofenol
° 3.730 5.104 2.983

Tabla XLV: Composicion de las cuatro muestras ensayadas.
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Muestra A
X (o-cresd, c=4.467*1<rM))

Y (4-dorofend; c=3.730*10'6M))
Z (3,4-didcrofend; c=2.883*1

mpm —tjttet i iiilir
240 260 280 300
Longitud de onda/nm.

Muestra C
X(fend;c=5.104*1(rM))

Y (o-cresd; c=4 467*1 0"M))
Z (4-dcrofend; c=3.730*10'@M))

1.20—Muestra B

Longitud de onda/nm.

- Muestra D
X (4-dcrofend; csSJSOMO~M))

Y (fend; c=5.104*10'6M))
Z (3.4-didorofend; c=2.983*10'6M))

080

e TT7JTTTT|ITTTT-[-TTTT[ T*TTT
220 240 260 280 300 320

Longitud de onda/nm. Longitud de onda/nm.

Figura 65: Espectros de Las cuatro muestras ensayadas de acuerdo con la composicion de la
tabla XLV.

Resultados y discusion.

La figura 65 muestra los espectros de las diferentes muestras ternarias preparadas de
acuerdo con la tabla XLV. Como puede observarse, en las cuatro muestras se produce un
gran solapamiento entre los espectros de las especies consideradas como analito e
interferentes. Ademas, en las dos ultimas muestras, las denominadas C y D, el espectro del
analito solapa casi por completo con uno de los interferentes (muestra C, maximos del fenol
a234.6 y 287.0 nm. y maximos del o-cresol a 236.6 y 288.4 nm.; muestra D, maximos del
4-clorofenol a243.8 y 298.4 nm. y maximos del 3,4-diclorofenol a 243.8 y 303.0 nm.). Los
ejemplos seleccionados son representativos de situaciones espectrales extremas con el objeto

de verificar la aplicabilidad del método propuesto.

185



4.1.3.- MEZCLAS TERNARIAS

Muestra A Muestra B

i~i"i~r i i ii]in PiT-i» | iiir] iiiititrrriittrtrt et
220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320
Longitud de onda/nm. Longitud de onda/nm.

Longitud de onda/nm. Longitud de onda/nm.

Figura 66: Cociente de los espectros de los interferentes en las cuatro muestras ensayadas.

De acuerdo con los fundamentos expuestos, lo primero que se realizé fue el cociente
entre los espectros de las especies Y y Z para calcular los valores de \ Xj) y | XK donde se
cumple la ecuacion (110), de acuerdo con la ecuacion (116). Dichos cocientes se muestran
£n la figura 66. Como valores de absorbancia se seleccionaron las pendientes de las curvas

de calibrado de cada especie, lo que equivale a utilizar los coeficientes de absortividad molar.

De la observacion de la figura 66 se puede deducir que si el comportamiento espectral
de las especies consideradas como interferentes es similar, como en el caso de las muestras
A y B (figuras 65A y B), los cocientes se obtiene con cierto ruido (figuras 66A y B). A pesar
de ello, los resultados obtenidos posteriormente demostraron que no era necesario realizar
ningun tipo de suavizado de los datos obtenidos para dicho cociente. En el caso de las otras
dos muestras, C y D, en las que el comportamiento espectral de los interferentes no es tan
parecido, (figuras 65C y D), los cocientes obtenidos estuvieron mucho mejor definidos
(figuras 66C y D). A partir de estas graficas, como ya se ha mencionado, se seleccionan

aquellos pares de longitudes de onda donde los interferentes muestran el mismo comporta-
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miento espectral. Ademas, dichos graficos sirven para determinar cualquier analito X en
presencia de los compuestos Y y Z utilizados para calcular el cociente. Una vez selec-

cionados los pares de longitudes de onda se optimizd su seleccién atendiendo a un

Pares de longitudes de onda seleccionados / nm.

MUESTRA ryz
rr.z x MXXH ~MXX))
246.4,276.4 245.0,276.4 244.6,276.4 248.87276.2 244.4,276.4

(O_Creso/? analito) 12.1210 12.3984 12.4340 11.1835 12.4547
-20387 -20001 -19787 -19697 -19684

B 243.6,283.2 243.0,279.8 2440,285.0 243.8,284.4 243.0,280.6
(3,4-diclorofenol ~ 2.1189 2.6334 1.9157 1.9916 2.5352
analito) 8087 8029 8016 8015 8013

232.8,295.6 234.4,296.0 235.2,296.2 233.0,266.4 229.8,266.6

(fenol ;a”to) 3.2031 3.5074 3.6347 7.7956 6.5184
3695 3565 3461 3095 3066

D 220.0,241.4 220.2,241.2 220.8,240.4 245.4,300.0 243.0,298.0
(4-clorofenol 0.6420 0.6351 0.6126 3.8146 4.0208
analito) -3350 -3191 -2750 2101 1618

Tabla XLV I: Pares de longitudes de onda seleccionados para la determinacion de analito en las cuatro

muestras ensayadas. Se muestran asimismo los valores para elfactor rYZa dichas longitudes de onda.

compromiso entre la complejidad del célculo y la obtencién de un valor promedio que
minimizase el error introducido por el ruido. Para ello se realizd un sencillo programa, capaz
de leer los valores de absorbancia del analito a los pares de longitudes de onda donde el
cociente de los interferentes presentase el mismo valor, calcular el valor del factor rYZ
calcular el incremento de absorbancia (corregido por el factor rY;), que equivale al
denominador de la ecuaciéon 116, y ordenarlos de mayor a menor. Como ejemplo, en la tabla
XLVI se muestran los mejores cinco pares de longitudes de onda seleccionados para cada

determinacion, el valor obtenido para el factor rYZ estimado de acuerdo con la ecuacion 110
y el del denominador de la ecuacién 116, rYZ x Mx m - Mx XJ, a dichas longitudes de

onda.

En la figura 67 se representa la manera de obtener la concentracion de analito a partir

de las rectas de calibrado y el factor rYZ
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De la tabla XLV, donde se muestran los resultados obtenidos para la concentracién
de analito para tres réplicas de cada muestra, se observa que la desviacién estandar de los

resultados de las muestras A y B es menor que la obtenida para las muestras C y D, debido

Muestra A (o-cresol como analito) HPSAM M.L.R.

Réplica 1 4.56 + 0.01 469 + 0.01

Réplica 2 4.64 = 0.01 4.42 £ 0.01

Réplica 3 455 + 0.07 4.24 + 0.01

Media de tres valores 4.58 + 0.05 445 = 0.23

%RSD %Er 101 257 511 -038
Muestra B (3,4-diclorofenol como analito) HPSAM M.L.R.

Réplica 1 2.96 + 0.04 3.03 + 0.01

Réplica 2 3.10 £ 0.01 3.08 + 0.01

Réplica 3 3.19 + 0.01 3.11 £ 0.01

Media de tres valores 3.09 £+0.11 3.07 £ 0.04

%RSDY%Er %Er 3.77 3.45 1.35 3.05
Muestra C (fenol como analito) HPSAM M.L.R.

Replica 1 550 = 0.18 552 + 0.02

Replica 2 471 + 0.39 4.99 + 0.02

Replica 3 4.52 £ 0.49 511 = 0.02

Media de tres valores 491 + 0.52 511 = 0.37

%RSD%Er %Er 10.62 -3.84 7.17 0.06
Muestra D (4-clorofenol como analito) HPSAM M.L.R.

Replica 1 434 £ 018 431 + 0.02

Replica 2 3.62 + 017 3.57 = 0.01

Replica 3 4.04 £ 0.51 3.80 + 0.03

Media de tres valores 4.00 = 0.36 3.89 £ 0.38

%RSD %ET 9.07 716 9.75 4.29

Tabla XLV1I: Resultados obtenidos para la concentracion de analito X (xItf/molxL ) en las cuatro

muestras ensayadas, utilizando el HPSAM y la calibracién multivariada (501 puntos).
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3.00—1

2.00

1.00-

0.00

6.0 -4.0 2.0 00 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
Concentracion anacfida * 10a/ M

Figura 67: Representacion gréfica de las lineas rectas obtenidas aplicando el HPSAM a la mues-
tra A, utilizando el mejor par de longitudes de onda.

a que como se ha comentado, la precision del método depende principalmente del valor del
denominador en la ecuacion 116. Como puede deducirse de la figura 65, este valor dependera
de la similitud del comportamiento espectral del analito y los interferentes. Cuanto mayor sea

ésta, mas pequefos seran los valores obtenidos para dicho denominador.

Los resultados precedentes se compararon con los obtenidos por aplicacion de la
regresion lineal multiple (MLR) alo largo de todo el intervalo de longitudes de onda medido
(501 puntos), usando el método de minimos cuadrados segun el algoritmo matricial descrito
en [Drapperj. Dichos datos se muestran en la tabla XLVII. Puede observarse que la exactitud
de los resultados obtenidos es similar entre el método propuesto, que utiliza sélo cinco puntos
(diez longitudes de onda), y el obtenido por MLR. Ello es debido a que los pares de longitu-
des de onda que utiliza el método han sido previamente optimizados para cada muestra para
dar los mejores resultados. Este factor debe ser tenido en cuenta a la hora de disefar el
procedimiento experimental. Ademas, la desviacion estandar del método para cada réplica

es mas parecida a la desviacion estandar observada entre réplicas que la obtenida utilizando

MLR.
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Muestra A (analito: 4-clorofenol) HPSAM M.LR

Réplica 1 4.16 + 0.28 3.87 £ 0.01

Réplica 2 3.56 + 0.23  4.63 £+ 0.03

Réplica 3 4.00 £ 0.12  4.29 + 0.02

Media de tres valores 3.91 + 0.31 417 £ 0.26

%RSD Y&, 8.07 | 480 625 11.87
Muestra B (analito: fenol) HPSAM M.LR.

Réplica 1 513 £ 0.05 520 = 0.02

Réplica 2 4.85 + 0.03 4.76 = 0.01

Réplica 3 4.64 = 0.05 4.63 = 0.02

Media de tres valores 4.87 £ 0.24  4.86 = 0.30

%RSD %Ej 503 453 6.08 473
Muestra C (analito: o-cresol) HPSAM MLR

Réplica 1 4.18 + 0.06 4.22 = 0.02

Réplica 2 4.44 + 0.10 4.58 = 0.02

Réplica 3 471 + 0.09  4.65 £+ 0.02

Media de tres valores 4.44 £ 0.27 448 = 0.24

%RSD | Yd&r 6.00 | -0.60 5.25 038
Muestra D (analito: fenol) HPSAM M.L.R.

Réplica 1 4.84 + 0.01 510 + 0.01

Réplica 2 5.02 +£0.02 5.10 = 0.01

Réplica 3 5.05 £ 0.01 495 £ 0.01

Media de tres valores 4.97 +0.11 5.05 = 0.09

%RSD Yd&r 225 -263 1.74) -1.11

TablaXLVIII: Resultados

valores de  absorbancia de la

obtenidos

muestra

Muestra A (analito: 3,4-diclorofenol) HPSAM M.L.R.
Réplica 1 2.52 * 0.08 2.75 = 0.01
Réplica 2 3.18 £ 0.12 243 + 0.03
Réplica 3 3.09 = 0.10 2.59 * 0.02
Media de tres valores 293 * 0.36 259 = 0.16
%RSD | %ET 12.27 -1.75 6.16 | -13.14
Muestra B (analito: o-cresol) HPSAM M.L.R.
Réplica 1 4.70 = 0.05 4.49 = 0.01
Réplica 2 4.68 * 0.13 4.78 + 0.01
Réplica 3 4.78 = 0.09 4.84 + 0.03
Media de tres valores 4.72 £ 0.05 4.70 * 0.19
%RSD | %ET 111 | 5.65 3.97 4.75
Muestra C (analito: 4-clorofenol) HPSAM M.LR
Réplica 1 3.66 £ 0.01 3.63 £ 0.01
Réplica 2 3.82 = 0.04 3.84 + 0.01
Réplica 3 3.85 = 0.02 3.88 + 0.01
Media de tres valores 3.78 £ 0.10 3.78 * 0.14
%RSD | %Er 2,72 1.21 3.63 |*.46
Muestra D (analito: 3,4-diclorofenol) HPSAM M.L.R.
Réplica 1 212 * 0.23 2.35 + 0.01
Réplica 2 2.87 £0.11 3.20 + 0.01
Réplica 3 3.73 = 0.12 3.34 * 0.03
Media de tres valores 291 + 0.80 2.96 * 0.54
%RSD [ %Er 27.65 -2.43 18.21 -0.67
para la  concentracion de los interferentes
coeficientes de  absorcion molar para



4.1.3.3.- CONCLUSIONES

En la tabla XLVIII se muestran los resultados obtenidos para la determinacién de las
especies Y y Z en cada una de las muestras, usando los valores de absorbancia de la muestra,
y los coeficientes de absortividad molar como valores para M, segin la ecuacién 117. Puede
observarse que los valores obtenidos son comparables a los que proporciona MLR, incluso
en los casos mis desfavorables, donde la especie considerada como analito solapa casi
completamente con alguno de los interferentes. Como ejemplo, en la muestra A, la
optimizacién previa de las longitudes de onda de medida permite obtener resultados més
exactos que los proporcionados por MLR. En cuanto a la desviacién esténdar, sirven los

‘mismos comentarios que los efectuados anteriormente. -
4.1.3.3.- CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en diferentes muestras ternarias, se puede afirmar
que el Método de Adicién Estdndar del Punto H permite calcular la concentracion de analito
libre de error en mezclas ternarias a partir de la abcisa del punto H. Las principales ventajas
del método son: 1.- Se utilizan valores de absorbancia, y no valores de primera derivada. Por
tanto, el cociente sefial/ruido no disminuye. Ademds se tiene en cuenta la existencia de
posible efecto matriz, corrigiéndolo por las propiedades del método de adicién estandar. 2.-
Es muy sencillo encontrar los pares de longitudes de onda donde debe medirse, a partir,
solamente, de los espectros de los interferentes. 3.- S6lo se necesitan cinco puntos (diez pares
de longitudes de onda) para obtener resultados comparables a los obtenidos por regresiéon
lineal miiltiple, y un sélo punto (dos longitudes de onda) para estimar adecuadamente la
concentracién de X. 4.- El método obtiene buenos resultados, incluso en aquellos casos en

los que analito e interferente solapan completamente, como ha quedado demostrado.
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4.2.- RESOLUCION DE MUESTRAS CON INTERFERENTES
DESCONOCIDOS.

Hasta ahora se ha demostrado la utilidad del Método de Adicién Estandar del Punto
H para la resolucién de forma sencilla de situaciones espectrales en las que la sefial analitica
de la especie a determixiar venia interferida por la presencia de uno o dos compuestos de
naturaleza conocida. Sin embargo, el cilculo de la concentracién de analito cuando la
naturaleza de la interferencia es desconocida es un problema de dificil solucién. En este
apartado se expondri el desarrollo realizado del HPSAM para la resolucién de situaciones
| en las que el comportamiento espectral del interferente desconocido puede suponerse lineal
en la zona del maximo de absorcion del analito, demostrando su aplicabilidad tanto en
situaciones en las que el interferente produce una absorbancia irrelevante (y comparando el
método propuesto con los previamente descritos en la bibliografia para su resolucién), como
cuando dicha absorbancia es del mismo orden que la exhibida por el analito. Posteriormente
se generalizardn las bases del método a zonas donde el comportamiento espectral del
interferente puede ser descrito de manera lineal, pero ya no en el maximo de absorcién del
analito, con lo que se lbgra resolver el andlisis espectrofotométrico de una sustancia en
presencia de cualquier interferente, objetivo ultimo de la presente memoria. Dicha
metodologia ha sido denominada Método de Adicién Estindar Generalizado del Punto H,
GHPSAM.

La. espectroscopia derivativa y las propias bases del método permiten localizar y
validar las zonas de linealidad del interferente sin un conocimiento previo sobre su existencia

0 naturaleza.

El HPSAM determina el analito X en presencia de un interferente directo Y, a partir
de dos graficos de adicion estdndar con pendientes M, y M, para las dos longitudes de onda
seleccionadas, rectas que intersectan en el punto H de coordenadas (-C,,, A;). El punto H es
una funcién de la concentracién de analito, C,, como se ha demostrado anteriormente, a

partir de la expresion:
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-C - (A?ck - Aga‘) t A - Ay) _ _C. + Ave ~ Ay (118)
! M; - M, MM,

donde A,o(J y A;k son los valores de absorbancia para el analito y 4, ; y Ay , para el

interferente. Si \; y N, se seleccionan de forma que A4, ; = A, ,, la abcisa del punto H
corresponde a Cy. Por ello el espectro del interferente debe conocerse. En la situacién que

se plantea en este apartado el problema se resuelve desarrollando un método de compensacién

A, - A,
tt Y que permite el ciculo de Cy.

J k

para el pardmetro

b
(=)}
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4.2.1- INTERFERENTE LINEAL EN EL MAXIMO DE ABSORCION DEL
ANALITO.

4.2.1.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS.

/
Supongamos una muestra que contiene nuestro analito X en presencia de un

interferente global desconocido Y, cuya variacién % es constante en la zona del méximo

de absorcién del analito. Sus espectros se muestran en la figura 68.

A diferencia del HPSAM propuesto para interferentes conocidos, en la situacién actual
deben de seleccionarse dos longitudes de onda, A; y A,, a ambos lados del méiximo de
absorcién del analito, de manera que la absorbancia para dicho compuesto sea la misma en

ambas. Se cumplird entonces la siguiente igualdad:

Ay ; = Ax g i=0,1,....n (119)

donde Ay j es la absorbancia de X a \; y Ay & a . El superindice i se refiere a las

diferentes disoluciones de O a n adiciones de analito X realizadas de acuerdo con el método;
cuando i = 0 se tiene la disolucién que s6lo contiene muestra. Para el interferente los valores

de absorbancia serdn 4, ;a Ny Ay ;a N,

Para esta variante del método es necesario seleccionar una tercera longitud de onda,
A.- A partir de ella se definen dos nuevos pardmetros, p y g, que describen su posicién
relativa dentro del intervalo N, A:

A - A

P - (120)
NN
Ao - N

= = ! . : 121

A Y (121)

Las ecuaciones (120) y (121) conducen a:
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Longitud de onda
Figura 68: Comportamiento espectral del analito X, el interferente lineal Y, y la muestra S
p+tq=1 (122)

Para simplificar los siguientes calculos se ha seleccionado \ mcomo la longitud de

onda media de X y \k

KA4/\

por lo quep = g = 1/2.

Los valores de absorbancia para el analito y el interferente a \m seran Ak m (i =

0 , 1 y AYsm respectivamente. AYj, Ay my Ar kpermanecen constantes en todas las
disoluciones preparadas para aplicar el método, puesto que la cantidad de muestra afiadida

a cada disolucién es la misma.

Si se representan los valores de absorbancia obtenidos frente a la concentracion
anadida de analito a las tres longitudes de onda seleccionadas (X-, Xmy X*), se obtienen tres

lineas rectas (Ro Rmy /y, cuyas ecuaciones seran (figura 69):
Para X, F. =Ax + Ay ,Ai x Ck (124)
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A oo s

_CH Concentracion anadida de analito

Figura 69: Rectas obtenidas por aplicacién del HPSAM para la determinacién del analito en
presencia de un interferente desconocido lineal en el maximo de absorcién del analito.

(125)

(126)

donde Aj, Amy Akson los valores de absorbancia medidos para las distintas disoluciones a

las tres longitudes de onda seleccionadas; Mmy Mk son las pendientes de las rectas
obtenidas a dichas longitudes de onda y Cx es la concentracién afadida de analito. Si la

absorbancia del interferente desconocido puede ser descrita como una linea recta de pendiente
nula, Rj y Rk seran coincidentes. Si dicha pendiente es distinta de cero, ambas lineas seran

paralelas pero no coincidentes.
A partir de Rj y Rkpodemos obtener una nueva linea recta, que denominaremos R’'m

(figura 69); dicha recta permite localizar correctamente el punto H, y se obtiene a partir de

las siguientes expresiones:

Mj + M
. (127)
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Como Ay ; = Ay, puesto que el analito presenta la misma absorbancia a ambas

2

longitudes de onda (ecuacién 119), se tiene del mismo modo que M; = M,. Por tanto R’,

puede reescribirse de la siguiente forma:

A + A

; ; A, .
X TVk oM ox Cp = Ay , o+ X
2 ! '

A
A'=A§.,j+ +

m

LE LM X Cp (128)

Como se deduce de la figura 68, si 4y ;, Ay ,y Ay, estdn linealmente relacionadas,

aunque no necesariamente por una linea recta de pendiente nula, se tiene que:

A,  + A
Ay, g = T (129)
por lo que la ecuacién (128) se transforma en:
A, =Ay ;+ Ay, ,+M X Cx =4y , + A4, , + M, X Cy (130)

Las rectas (125) y (130) intersectaran en el punto H. Su valor se obtiene resolviendo

el correspondiente sistema de ecuaciones (figura 69):

Ay Ay o+ M, X (-C)) = Ay, + A, .+ M, X (-C,) (131)
de donde
A)(; m —A;){ k ’
-, =_--_“'" 132
M, -M, | (132

donde Cj es la concentracién de analito en la muestra, Cy, puesto que la expresion (132)
depende s6lo de variables relacionadas con el analito, y es equivalente a las expresiones:

Ay, Ay Ay &
-C. = L. "o o
H M. M M, G (133)

J m

Al igual que la ecuacién (132), se puede obtener una expresién equivalente para N

Y A
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Por tanto, y como se pretendia demostrar, el error incorregible debido a la presencia
de un interferente de comportamiento espectral lineal en el maximo de absorcién del analito
se ha transformado en un error constante evaluable, y ficilmente eliminable. Ello es debido
a que el espectro lineal del interferente ha sido transformado en una linea recta de pendiente
nula entre N, A, y N\, por lo que todos los fundamentos expuestos para mezclas binarias son

aplicables ahora.

Sustituyendo las ecuaciones (132) y (133) en la ecuacién (131), se tiene que el valor
de A, obtenido es: . o
4, - 4, , X {M, -M} 4
M, -M, '

(134)

Esta expresion demuestra que el valor de A4,, obtenido se corresponde con la sefial
analitica del interferente global a A,, lo que permite estimar su contribucién a la sefial

analitica total.

Al igual que en el caso de mezclas binarias, la metodologia expuesta puede
simplificarse utilizando valores de A4 como sefiales analiticas, si el valor de Ay obtenido no
nos aporta informacién de interés. En este caso podemos definir el incremento de absorbancia

a partir de las ecuaciones (125) y (130) como:

. A, -
A‘Am,m' =Am —Am, =A§,m +Ay,m +Mm X C;f—Ax.mf - -—-Y'] 2Ay.k -

- M, xc;=(A§,,,,-A§,k)+(Mm-Mk)xc;; (135)

De acuerdo con esta expresion, el incremento de absorbancia asi obtenido depende

exclusivamente de la concentracién de analito presente, por lo que la representacién de
A4, .. frente a Cy serd una linea recta de ordenada en el origen Ag, m - Ay ¢ Yy pendiente
M, - M,. La concentracion de analito puede ser calculada a partir de los valores de AA asi

obtenidos por extrapolacién a cero:

A . - AL
_C - X, k X, m

= T = -G (136)
m k.

[\
S
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equivalente a la ecuacién (132) previamente obtenida, y en donde C es la concentracién de

.analito en la muestra.

Si el pico de absorcién del analito no es simétrico,r A, puede seleccionarse de manera
que se obtengan mayores valores en el denominador de las ecuaciones (132) 6 (136),
modificando adecuadamente los pardmetros p y q. Esto permite obtener resultados mds
precisos en la determinacién de la concentracién de analito. Dicha posibilidad se demostrara
de gran utilidad en la resolucién de interferentes lineales fuera del méximo de absorcion del

analito.

Los valores de A4 obtenidos tras cada adicién s6lo dependen de la concentracion de
~ analito afiadida, puesto que la absorbancia del interferente es compensada y eliminada, y su
contribucién a A4 ser4 nula. La figura 70 muestra las rectas de calibrado obtenidas utilizando

valores de absorbancia y de incremento de absorbancia como sefiales analiticas.

Cuando el comportamiento espeétral del interferente no se corresponde con el
comportamiento lineal simplificado mostrado anteriormente, pero en el intervalo de
longitudes de onda seleccionado muestra un comportamiento espectral globalmente lineal, el
método propuesto obtiene la concentracion de analito libre de error, puesto que se pueden
seleccionar distintos pares de longitudes de onda y la estructura fina del espectro del

interferente se compensa de un par a otro, por lo que el resultado final estaré libre de error.

Por otro lado, el trabajo de rutina generalmente determina el analito en una muestra
usando el método de calibracion de un tnico patrén, el cual requiere conocer la seifial
analitica de la muestra (4,), la sefial analitica del analito (4,) y la concentracién del patrén

usado (C,). La concentracion de analito se calcula a partir de los datos obtenidos como:
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Ngbroos

-«] Y’m

(0.0 Concentraciéon anadida de analito

Figura 70: Rectas obtenidas aplicando el HPSAM con valores de absorbancia y de AA como
sefiales analiticas en la determinacion de un analito en presencia de un interferente desconocido lineal

en el maximo de absorcion del analito.

Las variables necesarias para aplicar el método de adicidén estandar son Asy la sefial
analitica obtenida, A, para una disolucién que contiene la muestra y una concentracion

conocida de analito afiadida, Ca La ecuacion a aplicar en este caso es:

<138>

cC =T XC= X C-

A a

Para aplicar el HPSAM con valores de AA se necesita conocer el valor de absorbancia

de la muestra y de la muestra adicionada con una concentracion conocida de analito a las tres

longitudes de onda seleccionadas. La ecuacion a utilizar sera:

139)
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Seleccion de la zona de medida.

Hasta ahora se ha demostrado como el HPSAM es capaz de resolver el error
introducido en la determinacién de un analito por la presencia de un interferente desconocido
de comportamiento espectral lineal. El método careceria de utilidad si no fuera posible
conocer de alguna manera cuando el interferente presenta dicho comportamiento en la zona
del maximo de absorcion del analito. Para ello se han desarrollado dos metodologias distintas
que permiten conocer si la muestra problema cumple con los requisitos necesafios para
aplicar el HPSAM. Uno se basa en el estudio del valor de la primera derivada de la muestra
en el méximo de absorcién del analito, y el otro en la consistencia del valor de la abcisa del

Punto H obtenido para distintos pares de longitudes de onda.

a) Estudio del valor de la primera derivada de la muestra en el maximo de

absorcion del analito.

La unica informacion disponible del interferente desconocido es el valor de su primera

derivada a la longitud de onda del méaximo de absorci6n del analito, N, . En efecto (figura

dh max(X) , X+Y max(X) , X

Por otro lado sabemos que los valores de absorbancia de la muestra a N y A, serdn

SIS
SIS

dA
- | (140)
]max(X),Y [dx]mx(x),l’

la suma de los correspondientes valores de absorbancia del analito e interferente. La

diferencia entre ambas absorbancias, A4, j» Sera:

Ad, ;=A - A =Ax v+ Ay, -Ax ;- Ay, ;=A, -4, (141)

k.j

puesto que Ag, i = Af(,k (ecuacién 119).

Si se divide el valor obtenido en la ecuacién (141) por el correspondiente valor de A\
= N¢ - N, se obtendrd un valor que es el de la pendiente de la recta que une las absorbancias

del interferente a las longitudes de onda seleccionadas. Si el comportamiento del interferente
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dA
ax

Xra9.x Longitud de onda

Y.k

Ass@o20° 3

AX

max(X),X k

J
Longitud de onda

Figura 71: Espectros de absorcion y suprimera derivada respecto a la longitud de onda para:
1) Analito X; 2) Interferente Y; 3) Muestra S

es lineal en el intervalo [X,, XJ seleccionado, dicho valor coincidira con el previamente

obtenido para la primera derivada de la absorbancia de la muestra en el maximo de absorcién

del analito:

dA (142)
AX* / th max(X) , Y

Para seleccionar el maximo intervalo [X7 XJ donde el comportamiento espectral del
interferente pueda ser descrito de manera lineal, hay que seleccionar intervalos crecientes

para X y X* situados a ambos lados del maximo de absorcién del analito, y comprobar que
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l+ y

g

1

o

5 —

< 1

%)) m KO
Longitud de onda
Ak(2)
i2
A k(1)
A m(1)
Aj(1)
C, (0,0 Concentracién afadida de analito

Figura 72: Espectros de absorcion y rectas obtenidas para dos pares diferentes de longitudes de
onda \j y \k

AA
el valor de m . *’j es estadisticamente equivalente al previamente obtenido para gA

‘q] d\ maxW . X+Y

La condicion requerida en esta metodologia es mas restrictiva que la necesaria para
aplicar el método propuesto, pero es una manera sencilla y rapida de comprobar si la muestra

problema podra ser analizada por el método propuesto.
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b) estudio de la consistencia de los valores obtenidos para la abcisa del Punto H.

Si el comportamiento espectral del interferente es lineal para Nays Moy Y My Y Ny
Mm Y N2> Para ambos trios de longitudes de onda se cumplirdn los supuestos necesarios

para aplicar el método, y la abcisa de los puntos H asi obtenidos coincidirdn entre si, y se
corresponderan con la concentracién de analito en la muestra, C%. En la figura 72 se

muestran dos pares de longitudes de onda N, Ny, ¥ Nizy» Ne» Cuyas rectas intermedias
R’,;, ¥y R, intersectan con R, en el mismo punto H. Cualquier otro comportamicntp |
espectral no lineal para el interferente producird abcisas del punto H estadisticamente .no

equivalentes.

La condicion requerida en este caso es menos restrictiva que en el apartado anterior,
y siempre obtendremos intervalos lineales para el interferente iguales o superiores a los alli

obtenidos.

4.2.1.2.- ELIMINACION DE LA ABSORBANCIA IRRELEVANTE DESCONO-
CIDA. '

Procedimiento experimental.

- Para estudiar la aplicabilidad del método se determiné el contenido en 4-cloro-3-
metilfenol de un preparado farmacéutico, Fungusol® (Laboratorios Andreu, Barcelona), cuyo
contenido nominal es de un 1% de 4-cloro-3-metilfenol, y que ademas contiene oxido de cinc

(10%), aerosil (3%) y excipiente (c.s.),
Para disolver el analito presente en la muestra, se prepararon disoluciones que

contenian aproximadamente 2.7 gL' de muestra (equivalente a 2.7%x10?2 gL' de analito).

Tras agitacién mecénica, la suspension resultante se filtr6 a través de un filtro de vidrio
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0.05—,

0.03

a +ts.
0.01

-0.01 a-Is

-0.05
220 230 240 250 260 270
Longitud de onda / nm.

Figura 73: Estudio de la existencia de Blanco Total de Youden, TYB, en la muestra analizada.

fritado (numero 3) a presion reducida. La disolucion filtrada se conservé en frascos de vidrio

borosilicatado y en nevera hasta su analisis.

El estudio de la optimizacion del tiempo de agitacion se realizé6 midiendo la sefal
obtenida de diferentes muestras preparadas con distintos tiempos de agitacion. A los cinco

minutos la sefial obtenida es constante, por lo que se prepararon todas las muestras en dicho

tiempo.
Las adiciones de analito puro se realizaron en el intervalo 0-6.923x105 M, en un
medio NaOH 0.1 M. Se realizaron seis réplicas de la muestra. Los espectros de absorcion

se midieron en el intervalo 220-275 nm., cada nandmetro, en el espectrofotémetro Perkin-

Elmer Lambda 16.

Resultados y discusion.

Se estudié la posible existencia de un blanco total de Youden (TYB) [Youden,47]. Para

ello se prepard un calibrado conteniendo distintas cantidades de muestra. Realizado el
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0.06—1

0.04 —

0.02-

0.00
220 230 240 250 260 270

Longitud de onda / nm.

Figura 74: Curvas del método de compensacion [Wahbi, 89]. Las curvas representan el espectro
diferencia de la muestra menos una concentracion de analito de referencia de: 1.- 3.30x105M; 2.-
3.55x 1056M; 3.- 3.60x 10sM; 4.- 3.65x105M; 5.- 3.90x 105 M.

calibrado se comparo estadisticamente la coincidencia de los valores de las ordenadas en el
origen de las rectas de calibrado obtenidas a las diferentes longitudes de onda con cero. En
la figura 73 se muestran los valores obtenidos para a + txsa(para un nivel de probabilidad
del 95%) a las distintas longitudes de onda medidas. Puede observarse que en el intervalo
de longitudes de onda medido el cero esta incluido entre los limites superior e inferior

IMiiier,9ij. Se demuestra por tanto que en la muestra analizada no existe TYB.

El estudio de la primera derivada de la muestra en el maximo de absorcion del analito
nos induce a pensar que la interferencia, si existe, tendra pendiente nula, pues tanto el analito

como la muestra presentan el maximo de absorcidon a la misma longitud de onda.

Una vez registrados los espectros se obtuvieron las rectas del método de adicién
estandar en el maximo de absorcion del analito (243 nm.), en el maximo de la primera
derivada del analito (234 nm.), y usando valores de ADj y Dj (corregidos) como sefiales
analiticas, siguiendo la metodologia propuesta por Wahbi et al [Wahbi,86] (usando valores a

234, 252 y 270 nm.). En la figura 74 se muestran ademas los graficos obtenidos por el

21
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A)
Método % analito + RSD (n=6) % RSD
Met. Ad. Est. 0.992 + 0.015 1.54
Calibracién (Abs) 0.978 + 0.017 1.76
| a derivada 0.926 + 0.019 2.08
Calibracion (D,) 0.929 + 0.011 1.21
AD, 0.930 + 0.021 2.27
D, (corregido) 0.92 + 0.04 4.02
B)
. Yanaito +
Réplica XA :
P CencorunJKiptV) RID
1 221,256 222,256 226,255 228,254 230,253 232,252 235250 236,249 238,248
0.939 0.944 0.950 0.958 0.946 0.959 0.948 0.944 0.938 0.947=0.007
) 226,255 228,254 230,253 232,252 235250 236,249 238,248 240,246 241,246
0.964 0.961 0.959 0.967 0.960 0.951 0.950 0.958 0.950 0.958 =0.006
3 226,255 228,254 230,253 236,249
0.944 0.952 0.943 0.942 0.945z0.005
4 228,254 230,253 233,251 236,249 237,248
0.922 0.918 0.932 0.912 0.929 0.923z0.008
5 219,245 228,254 230,253 233,251 236,249 237,248 239,247 240,246 240,245 241,245
0.934 0.944 0.946 0.947 0.943 0.940 0.962 0.975 0.973 0.973 0.954=0.015
6 219,255 225,255 233,251 236,249 237,248 241,245
0.940 0.938 0.937 0.931 0.954 0.936 0.939+0.008
0.944 £0.012
YRSD=1.36

Tabla IL : Resultados obtenidos para la concentracion de analito utilizando: A) el método de adicion
estandar (valores de absorbancia); la calibracion directa (valores de absorbancia); el método de adicion
estandar (valores de primera derivada); calibracién directa (valores de primera derivada); y los métodos

prpouestos en fWahbi,86] usando valores de AD, y D, (corregido); B) utilizando el HPSAM.

método de compensacién propuesto por Wahbi et al wahbi, 89]. No se dan resultados concretos
aplicando dicho método, puesto que como se observa, es dificil discernir a que concentracion
exacta se obtiene el espectro de pendiente nula. Se obtuvieron asimismo las rectas de
calibrado usando valores de absorbancia y de primera derivada de la absorbancia en sus
maximos correspondientes. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IL A. En la tabla

IL B se dan los resultados obtenidos aplicando el HPSAM utilizando AA como sefales



4.2.1.2.- ELIMINACION DE LA ABSORBANCIA IRRELEVANTE DESCONOCIDA

Meétodos comparados Homogcneida:' aie la varianza: Equivalenciat :: las medias:
MOSA/HPSAM 1.43 - Sf 5.796 - No |
Calibracién (Abs)/HPSAM 1.81 - §f 3.816 - No
12 Derivada/HPSAM | 2.27 - Sf 1.904 - Sf
Calibracién (D,)/HPSAM 1.28 - Sf 2.138 - St
AD,/HPSAM 2.72 - Sf 1.419 - Si
D,(corregido)/ HPSAM 8.40" - No 1.286 - Si

Tabla L: Equivalencia de los resultados obtenidos entre el HPSAM y los otros métodos estudiados. Las
varianzas son homogéneas si F,, < F,4(5,5) = 5.05. Las medias son equivalentes si t.,. < t45(10) = 2.228.

'En este caso F.y. > F,,. Los grados de libertad que definen estadisticamente la comparacfén son 4
(t,05(4) = 2.776)

analiticas. Los pares de longitudes de onda donde el analito muestra la misma absorbancia
fueron seleccionando en cada muestra, obteniendo pares de rectas paralelas a ambos lados
del maximo de absorcién del analito. La homogeneidad de la varianza de dichas rectas se
estudié aplicando los test de Snedecor y Bartlett; si resultaban positivos, se estudié el
paralelismo con los test de Student y Snedecor [Commissariat; Chemometrics]. La coincidencia de -
los valores obtenidos para la concentracién de analito con diferentes pares de longitudes de
onda en la misma muestra nos permite validar experimentalmente la. linealidad del
interferente en el intervalo de longitudes de onda seleccionado. Como ademaés se cumple que
el maximo de absorcién de la muestra coincide con el del analito, se corrobora que la

pendiente de la linea recta que describe el comportamiento espectral del interferente serd

nula.

La comparaciér} estadistica de los resultados obtenidos aplicando los métodos descritos
(tabla L) muestra que los resultados obtenidos aplicando‘ el HPSAM, el método de adicién
estandar con valores de primera derivada, a partir de las rectas de calibrado con valores de
primera derivada y las obtenidas utilizando AD, y D, (corregido) como sefiales analiticas son
estadisticamente equivalentes. Sin embargo, los resultados obtenidos por el HPSAM son
estadisticamente diferentes y menores que los obtenidos utilizando el método de adicién

estindar y las rectas de calibrado con valores de absorbancia. Dicha diferencia se explica
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Muestra

Analito

0.30

0.10

Absorbancia irrelevante

220 230 240 250 260 270
Longitud de onda / nm.

Figura 75: Espectros para la muestra, el analito en su concentracion encontrada, y su diferencia,
atribuible a la presencia de una absorbancia irrelevante desconocida.

facilmente si se tiene en cuenta la presencia de una absorcion irrelevante desconocida, que
produce un error de tipo constante. Este error se elimina aplicando el HPSAM, y en este
caso concreto, puesto que la pendiente de la linea recta que describe el comportamiento
espectral del interferente es nula, aplicando los diferentes métodos que utilizan valores de

primera derivada.

La presencia de la interferencia irrelevante desconocida se muestra en la figura 75,
donde se muestran los espectros de la muestra, del analito en su concentracion encontrada
y el espectro diferencia de ambos. Dicha diferencia es atribuible a la presencia del
interferente (aproximadamente un 5% de la sefial del analito en su maximo), que lleva a la
obtencion de valores de concentracién de analito superiores a los reales cuando se aplica

directamente valores de absorbancia (método de adicién estandar o calibrado).

Como puede observarse de la figura 75, el espectro de la interferencia irrelevante
desconocida es aproximadamente lineal, como ya se habia demostrado a partir de los
resultados de la aplicacion del HPSAM. Como la pendiente de dicha recta es nula, la

utilizacion de datos en primera derivada conduce a resultados equivalentes a los obtenidos
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Método MOSA || HPSAM (\,\) || 1% Derivada || AD, || D, (corregida)

Lim. de deteccién 1.06 (228,254)

d .
X 10 /M 1.29 1.05 (236,249 2.59 ] 1.81 1.99

(531 £ 5) x 10

Pendiente de la (228,254)

recta de calibrado
® t s

(1052+7)x10 1900 + 17 468 + 5 1191 £ 13 950 + 15

(236,249)

Tabla LI: Limites de deteccion y pendientes de la recta de calibrado para los distintos métodos
ensayados.

por aplicacién del HPSAM. Si la pendiente no fuese nula, los resultados obtenidos estarian
afectados de error constante, mientras que el HPSAM continuaria obteniendo resultados
- correctos al compensar la contribucién del interferente a la tres longitudes de onda
seleccionadas, que se corroborarian al obtener resultados coincidentes para diferentes pares

de longitudes de onda seleccionados.

En la tabla LI se muestran los limites de deteccion obtenidos [Chemometrics] y los
valores de las pendientes de las rectas de calibrado. Los menores limites de deteccion
y las mayores pendientes (y por tanto las mayores sensibilidades) se obtienen cuando se
utilizan valores de incremento de absorbancia como sefial analitica. Los limites de deteccién
obtenidos con el método propuesto son aproximadamente la mitad que los obtenidos por los
métodos que utilizan valores de primera derivada, debido a la degradacion del cociente

sefial/ruido (SNR), como se ha descrito en la bibliografia /0 'Haver, 79].

En la figura 76A se muestra graficamente la existencia de un interferente lineal. En
dicha figura se representan las rectas de calibrado R,, obtenidas (en el maximo del analito)
y las correspondientes rectas R’m para diferentes \-A,. Todas las rectas intersectan en el
mismo punto (-C,, Ay), donde C, representa la concentracién de analito presente en la
muestra y A el valor de la absorbancia irrelevante a \,,. En la figura 76B se muestran los

mismos datos utilizando valores de A4 como sefial analitica. Todas las rectas intersectan en
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[ \®)
= AA(243/228,254)

C.x10°M || % analito + RSD (2=6) ]| % RSD

1.385 0.914 + 0.028 3.05
2.769 0.942 + 0.029 3.07
4.154 0.934 £+ 0.017 1.87
5.539 0.944 + 0.022 2.36
6.923 0.940 + 0.017 1.83

AA(243/236,249)

C.x10°M || % analito + RSD (n=6) | % RSD

12 Derivada

1.385 0.928 + 0.030 3.22
2.769 0.939 + 0.022 2.33
4.154 0.934 + 0.019 2.07
5.539 0.940 + 0.021 2.23
6.923 0.936 + 0.014 1.44

C.x10’M || % analito + RSD (n=6) || % RSD
1.385 0.862 + 0.026 3.07
2.769 0.900 + 0.032 3.55
4.154 0.893 + 0.025 2.77
5.539 0.896 + 0.020 2.22
6.923 0.913 + 0.012 1.32

AD,
C,x10°M || % analito + RSD (n=6) || % RSD
1.385 0.931 + 0.027 2.87
2.769 0.931 + 0.017 1.85
4.154 0.937 + 0.023 2.47
5.539 0.929 + 0.018 1.94
6.923 0.931 + 0.017 1.86
- D,(corregida)
C,x10M || % analito + RSD (n=6) || % RSD
1.385 0.948 + 0.038 4.01
2.769 0.939 + 0.027 2.92
4.154 0.944 + 0.022 2.32
5.539 0.934 + 0.030 3.26
6.923 0.936 + 0.028 - 2.94

Tabla LII: Resultados obtenidos aplicando el método de calibracion de un tinic

patrén, con las diferentes seriales obtenidas.
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4.2.1.2.- ELIMINACION DE LA ABSORBANCIA IRRELEVANTE DESCONOCIDA

Conc. afiadida * 10 /M Conc. «riadda * 10s/M

Figura 76: Rectas obtenidas aplicando el HPSAM: A) utilizando valores de absorbancia y B)

utilizando valores de incremento de absorbancia.

el mismo punto, (-CH, 0), donde CHrepresenta la concentracion de analito en la muestra y

la contribuciéon de la absorbancia irrelevante ha sido eliminada.

Los resultados obtenidos con el método de calibracién de un Unico patrén fCardone,80j
se muestran en la tabla LIl. A partir de dichos valores se puede demostrar que el método
propuesto permite eliminar la interferencia lineal desconocida presente de manera sencilla,

por lo que es facilmente aplicable al trabajo de rutina.
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4.2.1.3.- RESOLUCION DE INTERFERENTES LINEALES EN EL MAXIMO
DE ABSORCI(’)N DEL ANALITO.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto cuando la absorbancia del
interferente desconocido es del mismo orden que la del analito, se prepararon muestras
binarias y ternarias de fenol, 4-clorofenol y 4-cloro-3-metillfenol, sustancias con espectros
fuertemente solapados, y representativas del tipo de muestras que se pretenden resolver por

el método propuesto.

Procedimiento.

Para aplicar el HPSAM, se prepararon muestras sintéticas que contenian una
concentracién de fenol de 2.73 X10° M, y se realizaron adiciones de analito en el intervalo
6.82x10° - 3.41x10° M. En la tabla LIII se describe la composicién de las muestras
ensayadas. Todas se prepararon en un medio NaOH 0.1 M, y los espectros se registraron en
el intervalo 220-265 nm. cada nm. (por debajo de 220 nm. la absorbancia del blanco es tan
alta que no se obtienen resultados reproducibles). Se utiliz6 el espectrofotémetro Shimadzu

UV-240. Se realizaron seis réplicas de cada muestra.

Resultados y discusidn.

En la figura 77 se dibujan los espectros de las muestras sintéticas preparadas de
acuerdo con las composiciones de la tabla LIII, y en donde se ha remarcado el comporta-
miento espectral lineal del interferente en el mdximo de absorcién del analito. Como puede
observarse, existen zonas del espectro donde el comportamiento espectral del interferente
puede considerarse completamente lineal, y ademés existen zonas donde dicho comportamien-
to se cumple para A;, A, y A,. En la tabla LIV se muestran los resultados obtenidos aplicando
el test 7 de linealidad para el intervalo de longitudes de onda donde el interferente muestra

dicho comportamiento.
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Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 77: A) Espectros de absorcion
para la muestra A (1=fenol; 2=4-clorofenol;
3=muestra); B) Espectros de absorcion para la
muestra B (1=fenol; 2=4-cloro-3-metilfenol;
3=muestra); QEspectros de absorcion para la
muestra C (1=fenol; 2=4-clorofenol; 3=4-cloro-
3-metilfenol; 4=Muestra C). Con trazo disconti-
nuo aparece la linea recta obtenida por regresion
en minimos cuadrados para el interferente en el
intervalo de longitudes de onda seleccionado

0 240 280 280 300 320

Longitud de onda (nm) como lineal aplicando el HPSAM.
Muestra Conc. fenol Conc. 4-clorofenol Conc. 4-cloro-3-metilfenol

A 2.73x10'5M 2.50xI05M -

B 273 x 105M - 3.52x10'5M

C 2.73x 105M 1.25x10'5M 1.76xI0'5M

Tabla LUI: Composicion de las tres muestras ensayadas.

Como se ha demostrado en las bases tedricas del método, para aplicar el HPSAM en
la determinacion de un analito en una muestra donde el interferente es completamente
desconocido, lo primero que se ha de hacer es confirmar su comportamiento lineal en la zona

del maximo de absorciéon del analito.
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A)
Intervalo de Nuimero
longitudes de onda | de puntos ats, bts, r Leate tos5(21)
[222-244] 23 -1.74+0.04 | (8.19+0.15)x10? | 0.99669 | 56.209 2.080
B)
Intervalo de Nuimero
longitudes de onda | de puntos ats bxs, r tae | Loss(10)
[229-240] 12 -3.11+0.03 | (14.41+0.14)x10° | 0.99954 | 103.982 | 2.228
o)
Intervalo de Niimero
longitudes de onda | de puntos a5 bts r Loate Los5(15)
[226-242] 17 -2.3940.04 | (11.14+0.17)*10°% | 0.99834 | 67.147 2.131

Tabla LIV: Linealidad global del interferente en el intervalo de longitudes de onda [\, NJ en las tres
muestras ensayadas (se cumple la condicién de linealidad cuando t,, > t,).

Sisuponemos completamente desconocido el interferente presente en las tres muestras

sintéticas preparadas, los resultados obtenidos pbr aplicacion de los métodos descritos

anteriormente son los siguientes:

a) Estudio del valor de la primera derivada de la muestra en el mdximo de absorcién

del analito.

Para aplicar dicha metodologia, se seleccionan pares de longitudes de onda a ambos

lados del méximo de absorcién del analito donde éste presente la misma absorbancia. La

diferencia de ordenadas en el origen de las rectas de calibrado obtenidas a \; y A, serd

AA, ,, y por tanto es posible calcular el valor de
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4.2.1.3.- INTERFERENTE LINEAL DESCONOCIDO EN EL MAXIMO DEL ANALITO

k.71 en las tres

En la tabla LIV se muestran los valores medios estimados para
_ "

dA
ax

muestras estudiadas y el valor obtenido para en el miximo de absorcion del

] max(X),X+Y

analito, obtenido a partir de su espectro de primera derivada. Se ha supuesto que los valores

para A)\k 7| son estadisticamente similares cuando estin incluidos en el intervalo
‘i o o _ o .
[ﬂ] + 3 X 57, , con s, = 0.0005 (valor experimental). Los
AN | v | xov ('ax)m or (zx)w o

intervalos encontrados por este procedimiento (tabla LV) estdn incluidos dentro de los
hallados para disoluciones patron del interferente (tabla LIV). Por tanto, el procedimiento
descrito es efectivamente satisfactorio. Es un método rapido y sencillo para comprobar la
linealidad del interferente en la regioén del méximo de absorcién del analito. Comprobado este

comportamiento, se aplica la siguiente metodologia.
b) estudio de la consistencia de los valores obtenidos para la abcisa del Punto H.

En los tres ejemplos siempre se ha seleccionado el fenol como analito. La zona
espectral de estudio sera la correspondiente a su maximo de absorcién (Ayugo = 235 nm.).
Se obtuvieron para cada réplica las rectas de calibrado obtenidas representando la absorbancia
medida frente a la concentracion afiadida de analito a las longitudes de onda incluidas en el
intervalo seleccionado (AN = 220-250 nm.). Los pares de longitudes de onda donde el
analito presenta la misma absorbancia (y por tanto cumplen la ecuacién de las bases tedricas)
se seleccionaron bajo el criterio de presentar valores de pendiente estadisticamente
equivalentes. Los test estadisticos utilizados fueron: anilisis de la homogeneidad de la
varianza con los test de Snedecor y Bartlett. Si las varianzas de las rectas eran homogéneas,
se estudié el paralelismo con los test de Student y Snedecor. Los pares de longitudes de onda
asi seleccionados son similares entre réplicas, aunque no exactamente iguales. Ello es debido

&l error aleatorio, por lo que el tratamiento estadistico se realizd para cada réplica.
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Réplica

v, jﬁ)

X s ey 3 |SL,

miiximo intervalo lineal

Réplica

n

rA4*.;
AN ¥
M | ]
“ 3
235 , X*Y
Miiximo intervalo lineal

Réplica
n

*AkJ

AX,.] ier)
dA
dX roX

235, X*Y

M iiximo intervalo lineal

Tabla LV: Valores estimados para el parametro

i

WLr.r

0.0102 + 0.0004

0.0092 - 0.0122

228,241

0.0149 + 0.0006

0.0141 - 0.0171

229,240

0.0124 + 0.0006

0.0115 - 0.0145

229,240

AAk_j

0.0104 = 0.0008

0.0088 - 0.0118

226,242

0.0156 + 0.0009

0.0138 - 0.0168

230,239

0.0116 = 0.0010

0.0106 - 0.0136

226,242

en las tres muestras ensayadas, el valor correspondiente para

0.0098 + 0.0007

0.0082 - 0.0112

224,243

0.0141 + 0.0003

0.0135 - 0.0165

229,240

0.0113 £ 0.0007

0.0101 - 0.0131

226,242

de longitudes de onda donde el interferente puede ser considerado lineal a partir de dichos datos.

0.0106 + 0.0009

0.0093 - 0.0123

226,242

0.0136 + 0.0005

0.0125 - 0.0155

230,239

0.0125 = 0.0004

0.0118 - 0.0148

229,240

0.0101 + 0.0012

0.0082 - 0.0112

222,244

0.0136 + 0.0005

0.0118 - 0.0148

230,239

0.0118 + 0.0003

0.0110 - 0.0140

229,240

0.0095 + 0.0005

0.0077 - 0.0107

224,243

0.0132 + 0.0001

0.0126 - 0.0156

232,238

0.0118 + 0.0009

0.0105 - 0.0135

226,242

Oll

, ¥ el maximo intervalo

235 . X+Y



4.2.1.3.- INTERFERENTE LINEAL DESCONOCIDO EN EL MAXIMO DEL ANALITO

Cuando se han seleccionado diferentes pares de valores A; y A, a partir de las rectas
obtenidas a N, N, y N, y siguiendo el procedimiento descrito en el apartado experimental
(ecuacién 132), se calcularon los valores para la concentracion de analito a los.diferentes
pares de longitudes de onda. Los resultados se muestran en la tabla LVI A-C, donde los -
valores aberrantes has sido eliminados por aplicacion de los test Q de Dixon o el ensayo ts.
Dichos valores aparecen en la tabla marcados con un asterisco. Puede observarse que el
mayor nimero de ellos estan localizados en los intervalos de longitudes de onda més cortos,
y en donde la diferencia entre las pendiehtes de R,y R’;,, es lrne}no-r. Esta pequéﬁa diferencia

“produce resultados poco precisos para el punto de corte de las rectas, como se deduce -
rapidamente del denominador de la ecuacién (132). Existe una gran concordancia entre los
valores calculados y el real, a pesar de la gran intensidad de la sefial del interferente en el
méximo de absorcién del analito (75% en la muestra A, 110% en la muestra By 80% en la

muestra C, referido.a la absorbancia del analito a 235 nm.).

Como todas las rectas R’,, intersectan con R,, en el mismo punto (el punto H), la

linealidad del interferente queda confirmada.

En la tabla LVII se indican los valores medios encontrados para la concentracién de
analito en las seis réplicas de cada una de las tres muestras. Dichos valores son equivalentes
a los afiadidos, con errores relativos y desviaciones estindar menores al 3% en todos los
casos. Por todo ello se demuestra la capacidad del método para resolver situaciones

espectrales como las descritas.

Como las muestras A y B son binarias, se comprobé la exactitud de la ecuacién 134
de las bases tedricas. Para ello se procesé el valor de A, en las rectas de calibrado de la
especie interferente a Ay, 5 (235 nm.). Los resultados se muestran en la tabla LVI D-E, y
los valores medios obte:nidos también se dan en la tabla LVII, donde se observa que las
concentraciones estimadas coinciden con las afiadidas, y por lo tanto el valor de 4, es debido

a la absorbancia del interferente a la longitud de onda méxima del analito.
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4.2.1.3.- INTERFERENTE LINEAL DESCONOCIDO EN B. MAXIMO DEL ANALITO
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REPLICA

1 ol
CAXIOVM

, Xi, Xk
CAxIOVM

3 X, Xk
CencX KP/M

4 % X
CAXIOVM

5 % X
Ce,.cX 1CPIM

6 X, Xk
CaxI'05M

Tabla LVI: Resultados obtenidos para el analito e interferente aplicando el HPSAM en las distintas muestras ensayadas.

224,243
3.63
220,245
3.69
226,242
3.38
226,242
3.21
221,245
3.65
223,244
3.63

INTERFERENTE, MUESTRA B

226,242 229,240 230,239

3.53
222,244
3.52
229,240
3.45
230,239
3.21
224,243
3.57

225,243
3.60

3.50
224,243
3.38
231,239
3.50
232,238
3.22
230,239
3.34
228,241
3.72

3.58
230,239
3.35
232,238
3.73

231,238
3.56
230,240
3.66

232,238
3.43

231,239
3.60

232,237
3.65

232,238 233,237

3.75

3.60

CtRSD

3.56+0.06

3.50+0.14

3.5210.15

3.21 £0.01

3.53+0.13

3.65£0.06

OLITVNVY H1 ONIXYIN H N OdIODONOJS3A TVvANM 3IINIFHISITINI -'L'CY



4.2.1.4.- CONCLUSIONES

Muestra (analito) Renc % Er % RSD (n=6)
A 2.73x10'5M (2.72 £ 0.08)x10'5M -0.37 2.94
B 2.73x10'5M (2.78 £ 0.08)xI0-5M 1.83 288
C 2.73x 105M (2.81 £ 0.05)xI0O5M 2.93 1.78
Muestra (interferente) % Er % RSD (/i=6)
A 2.50xI05M (264 £ 0.11)xIO'5M 5.60 417
B 3.52x10'5M (3.50 + 0.15)x105M -0.57 4.29

Tabla L Vl: Resultadosfinales obtenidos para analito e interferente en las muestras analizadas.

4.2.1.4.- CONCLUSIONES.

Los resultados demuestran que el HPSAM utilizando absorbancia o incremento de
absorbancia como senales analiticas es una poderosa herramienta para obtener valores de
concentracion exentos de error sistematico constante cuando existe en la muestra una
absorbancia irrelevante desconocida. Las principales ventajas del HPSAM frente a los
métodos propuestos en la bibliografia para este fin son: 1.- no es necesario comparar el
espectro de la muestra con el del analito puro. Ademas no es necesario registralo, pues se
puede obtener de las disoluciones preparadas para aplicar el método, a partir de las
pendientes de la representacion A = f(Card/\ 2.- el método utiliza valores de absorbancia
o de incremento de absorbancia, por lo que el cociente sefal/ruido (SNR) no disminuye como
en el caso de utilizar valores de derivada; 3.- aunque es necesario que la absorbancia
irrelevante desconocida muestre un comportamiento espectral lineal a las tres longitudes de
onda seleccionadas, no es necesario que la pendiente de dicha recta sea nula (a diferencia de
los otros métodos propuestos que requieren dicha condicion); 4.- los resultados obtenidos

para las muestras hacen posible distinguir entre interferentes lineales y no lineales.

Asimismo el método propuesto permite su adaptacion al método de calibracion de un

Unico patrén, para su aplicacion al analisis de rutina.
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4.2.1.- INTERFERENTE LINEAL DESCONOCIDO EN EL MAXIMO DEL ANALITO

Por otra parte, a partir de los datos obtenidos, podemos afirmar que aplicando el
HPSAM es posible calcular la concentracién de analito en una muestra donde el interferente
es totalmente desconocido, libre de error, a partir de la abcisa del punto H, incluso en el

caso de que la absorbancia desconocida no sea de tipo irrelevante.

Para la correcta aplicacion del método, es necesario seleccionar intervalos del espectro
donde el comportamiento espectral del interferente sea lineal. Se proponen dos metodologias

para seleccionar dichos intervalos.

La ordenada del punto H permite calcular la intensidad de la interferencia. Si la
mezcla es binaria (y el interferente conocido), a partir de dicho valor se puede calcular su

concentracion.
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~4.2.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

4.2.2.- INTERFERENTE LINEAL DESCONOCIDO EN CUALQUIER ZONA DEL
ESPECTRO: EL METODO DE ADICION ESTANDAR GENERALIZADO DEL PUNTO
H, GHPSAM.

4.2.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS.

Supongamos que el comportamiento espectral del interferente puede ser considerado
lineal en el intervalo de longitudes de onda [A;,\], como se muestra en la figura 78, aunque -
no necesariamente en el maximo de absorcién del analito. La absorbancia del analito a \; y

A\ no tiene porque ser la misma, a diferencia del caso expuesto en el apartado anterior.

Para aplicar el método se requiere seleccionar una tercera longitud de onda, A,
perteneciente al intervalo de longitudes de onda seleccionado [A;, M. Dicha longitud de onda
permite localizar correctamente el punto H. Para ello definimos dos nuevos pardmetros p y

q de la siguiente forma:

A -\
= m 143
Py = (149

A - A
= d 144
q Y (144)

De donde facilmente se deduce que:

pt+qg=1 ' (145)

Para simplificar los siguientes célculos, se selecciona A, como la longitud de onda
media de \; y A

A+ A
A = 2L (146
y por tanto:
p=q=112 (147)
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4.2.2.- GHPSAM

™M Longitud de onda

Figura 78: Espectros de absorcion para el analito X y el interferente global Y.

Las ecuaciones de las rectas obtenidas por aplicacion del GHPSAM representando los
valores de absorbancia a X,, Xmy \ kfrente a la concentracion afadida de analito son (figura

79a):

Para x,, A Axjo, AY,j +M] x Cf (148)
Para Xm Am=A" m+AY. m* mx Cx (149)
Para X*, ~ A k., Ayk * Mk x Cx (150)

A partir de estas tres rectas podemos definir otras nuevas como diferencia entre Am

YAy Ak Affigura 79b):
*4.j =4 - Af (4, - - 4, Jj JtAr,m

=4 A (4,, -4.™) +(4.» -4.» )+[4 -4 ] XC (152

Estas dos lineas rectas permiten el calculo de de la concentracion de analito libre de
error a partir de la abcisa de su punto de corte, que es el punto H, de coordenadas (-CH

A4,):
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4.2.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

Incremerto de
abscrbanaa (AA)

(0,0)
Conc. afiadida de analito

(0,0) Conc. aiiadida de analito
Figura 79: A) Rectas del método de adicion estandar del punto H a Xj(Aj), \,(AJ y \ k(A J.
B) Rectas del método de adicion estandar del punto H usando incrementos de

absorbancia como sefiales analiticas.

=MS.e -<,) + -A.-) +[A, - Mm] x (-C,) (153)

Si observamos la figura 78, y teniendo en cuenta que Ay $j, Ay my Ay k estan

linealmente relacionadas y que |\ mes equidistante de X y |\ k se obtiene que:

A.--A./-A.»-A.- <154>

por lo que la ecuacion (153) se simplifica a:

(4,™ - Al,,) *[Mm-M, ]x (-CH=(<* -Al,. )+

r US.» -itf.j) - US.* -4 ,»)

donde CHes la concentracion de analito en la muestra exenta de error, CA*, puesto que la

ecuacion (155) depende sélo de variables relacionadas con el analito y es equivalente a las

siguientes expresiones:

_r _Qﬁ;,m_ﬁq;,j-ﬁé\;(,k_é;,m Aq;j _A(o,k~A:,,,
H M tM, - 2]l Mo-M. M - A
Ax A o Ak o

_Mj_ [1] _"”rn_ 13 m_ [T X
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4.2.2.- GHPSAM

A&ge logoo s

y, m

y,i

X. ppt-xj X
Longitud de onda

Figura 80: Demostracién geométrica para la igualdad (Ay m-Ayj) /p = (Ay k-Ay J /q. a
es el mismo para ambos angulos.

Si se introduce el valor obtenido en (155) y (156) en (151) 6 (152), podemos

demostrar que el valor de la ordenada en el punto de corte (el punto H), A4W es equivalente

a

AAH= Ar.rn
por lo que, como proponen las bases del GHPSAM, el error incorregible debido a la
presencia de un interferente desconocido se transforma en un error sistematico constante,

facilmente evaluable y corregible.

Un desarrollo mas general cuando p g conduce a las siguientes expresiones:
AA* =0 - A} =q x(A°Xtm -A°XJ) +q x( Ay M-Arj) +q x{ Mm- ] x Cx
(158)
AAkm=p x{Ak- AJ =p X(A°Xtk -A°Xim) +p x( Ay k- Ay m) +p x[ Mk- Mm] x C'

(159)
El valor debido a la presencia del interferente es el mismo en ambas lineas, puesto

que, si observamos la figura 80, por semejanza de triangulos se cumple que:
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4.2.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

AY,mv-AY,j - AY,k_AY,m (160)
P XN -N) g X(\ - N)

por lo que:

pPX A -4, . =qgX 4, -4, (161)

Y, m o

y por lo tanto el punto de corte viene definido por:

g X(Ax. m-Ax;) P X(Ax, k- Ax,m)  Ax.m-q XAz ; - p XAz 4

-C
" PX[M -M,]-qx[M,-M) g XM, + p XM, - M,
(162)
Sip = g = 1/2, la ecuacién (162) se transforma en la previamente deducida ecuacién
(155).

Del mismo modo que la ecuacién (157) se obtiene que:
AAy =q X(Ay, ,, -4y ;) =p X(4y , -4, ) (163)

A partir de las ecuaciones (157) y (163), y considerando el valor del intervalo de
longitudes de onda [N\, A,] y [A,, A, se puede estimar el valor de la pendiente de la linea
recta que describe el comportamiento del interferente, de modo anidlogo a como se ha hecho
en el caso de interferentes lineales en el maximo de absorcidn del analito. Si dicho valor es
estadisticamente equivalente al de la primera derivada de la muestra en el méximo de

absorcion del analito, se confirmari la linealidad del interferente.

Para obtener los resultados méds precisos se debe hacer méximo el valor del
denominador en la ecuacién (162) (g X M; + p X M, - M,). Dicha optimizacién se realiza

rapidamente en un ordenador, con los mismos datos obtenidos para la absorbancia de la

muestra.

De las ecuaciones (160) y (162) podemos concluir que los resultados estara afectados

de error sélo si:
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4.2.2.- GHPSAM

a) q X [A,}’ m-Ay J # D X [Ay 4 - Ay ], es decir, el interferente no es
realmente lineal en el intervalo de longitudes de onda seleccionado. Se
demostrard que el método propuesto selecciona intervalos lineales para el

comportamiento espectral del interferente.

b) g XM, + p x M, = M,, es decir, el comportamiento espectral del analito
‘también puede ser descrito de manera- lineal en el mismo intervalo de
longitudes de onda que el interferente. Este es el Gnico caso en el que el

GHPSAM no puede ser empleado con buenos resultados.

- Localizacion de intervalos espectrales lineales para la matriz desconocida. -

La correcta aplicacion del método necesita localizar intervalos espectrales lineales para
el interferente. Para ello se ha desarrollado la siguiente metodologia, basado en cocientes de

espectros de segunda derivada.

Sea X el analito a determinar e Y la interferencia global desconocida. Sus espectros
se muestran en la figura 81A. La absorbancia de la muestra S a cada longitud de onda serd

- la suma de las absorbancias de las especies X e Y.
Ag = &, XCy + &, XCy = Ay + Ay (164)

Si suponemos que el interferente Y muestra un comportamiento espectral lineal entre

las longitudes de onda \; y \,, la linea recta que describe dicho comportamiento es:

Ay o= Ay, +b XN Ne[N,NT (165)
Dicha recta es la misma para las diferentes disoluciones preparadas para 0 a n
adiciones de cantidades conocidas de analito X, puesto que la cantidad de muestra afiadida

es la misma para todas las disoluciones preparadas.

La absorbancia del analito a dichas longitudes de onda vendra descrita por:

Ay = Gy Xg 5 NelN,N1; i=0,1,..,n (166)
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4.2.2.1.- FUNDAMENTOS TEORICOS

/\bv:'o 7Y

Longitud de onda, X Longitud de onda,

Figura 81: Espectros de absorcién (A), su
' segunda derivada (B) y cociente de las segundas
| derivadas (C) para la muestra en presencia de un
interferente desconocido.

Aaaaaan

v  Longitud de onda, x * imkicn

Para / = 0 se tiene la disolucion a la que no se le ha afadido patrén. Su absorbancia
a\j sera:

As [ =Axti +AY [ =0x Xej +AYj +b X\j ; \ie[X,\ ] (167

La segunda derivada de la absorbancia de la muestra respecto a la longitud de onda

en dicho intervalo puede describirse como (figura 8IB):

dAA | dAx i dAY. « d2 A

La ecuacion (168) puede reescribirse como:

= C$ (169)

Para localizar intervalos espectrales lineales para la matriz desconocida basta con
calcular el cociente entre la segunda derivada de la muestra y e;”, a cada longitud de onda

"

medida, y seleccionar el intervalo donde dicho valor pueda ser considerado constante. e;
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se calcula a partir de las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas a partir de las
segundas derivadas de los espectros de la muestra y de las distintas adiciones. Las posibles
divisiones por cero (puntos de inflexién del analito) deben de ser tenidas en cuenta para

eliminar dichos valores, por lo anormalmente altos o bajos que son (figura 81C). Los valores

As i
de Cx° obtenidos a partir de las graficas de —  frente a \j deben de optimizarse, como se
£/

demostrara en la seccion de resultados. La hipdtesis de linealidad para el interferente se
corrobora cuando se aplica el GHPSAM. Ademas, en este caso se estima con mayor

precision la concentracién de analito.
4.2.2.2.- Resolucion de diferentes muestras con interferentes desconocidos.

Procedimiento experimental.

Mezclas fenolicas:

Se prepararon mezclas que contenian una concentracion final de fenol de 16.10x 105
y 8.05x 105M en NaOH 0.1M. El intervalo de longitudes de onda medido fue de 260 a 320
nm. cada 0.5 nm (espectrofotometro Lambda 16). La correccion de la linea base se realizo
con NaOH 0.1 M inmediatamente antes de la medida de cada réplica. Las composiciones de

las muestras ensayadas se da en la tabla LVIII.

Muestra fenol/M (analito) 2,4-diclorofenol/M 4-cloro-2-nitrofenol/M  2,4,6-triclorofenol/M

1 16.10x10 5 4.73 x 10’5 - -
2 16.10x105 * 4.34 x10-5 -
3 16.10 x10'5 - - 3.85x10'5
4 16.10 X105 1.89 X10'5 1.74 X10'5 1.54 x10'5
5 8.05 x10'5 9.46 x10'5 - -
6 8.05x10'5 - 8.68 x10'5 -
7 8.05 x10'5 - - 7.71 X105
8 8.05x10'5 2.37 x10'5 2.17 x10'5 1.93xI0 5

Tabla LVIIl: Composicién de las ocho muestras fendlicas sintéticas preparadas.
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060-3

0.00-
265 275 285 295 306 315
Longitud de onda/nm.

Fend 16.10*10*M

2,4,&tndcndend 3.85*10* M

MMM i omeT
265 275 285 295 305 315
Longitud de onda/nm

Fend 806*10*84

2.4-ddoofend 868*10*84

Longitud de onda/nm.

Fend 805*10*84

2.4164ridcrdend 771*10* 84

Longitud de onda/nm

Figura 82: Espectros de las ocho muestras fenélicas ensayadas, cuya composicién se da en la

tabla LVIII.

Muestras de orina:

Preparadas como se ha descrito en [Motins,93],

Packard.

Resultados y discusion.

Fend 16.10*10*84

4-dcro2-njtrofend 4.34*10%84

T

275
Longitud de onda/nm.

Fend 1610*10*84
2.4-dderofcnd 1.89*10%84
4-dcro-2-ntrofend 1.74*10*84
2.4, &4ridcndend 1.54*10*84

[idi [i1 ] tirp " i
275 285 295 305 315
Longitud de onda/nm

Fed 806"10*84

4-don»2-n»ndend 868*10*84

Longitud de onda/nm.

----------- Fend 805*10*84
__ 2.4-ddcndend 237*10%84
4-ckr»2-nirofend 217*10*84
193*10%84

=S 025-1

000 JIILI[LILI[TILL|TILl
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y medidos en el diode-array de Hewlett-
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En la figura 82 se muestra el espectro de del analito e interferentes para las ocho
muestras fendlicas ensayadas (tabla LVIIl). Los valores de £j o de e ” son iguales para las

ocho mezclas ensayadas, puesto que el analito es el mismo en todos los casos (fenol). La

figura 83 son las graficas de —  frente a X utilizados para localizar el intervalo de
«

longitudes de onda donde el comportamiento espectral del interferente puede ser considerado
lineal. Dicha zona se corresponde con la de valor constante para Cx° Los intervalos
seleccionados para las ocho muestras aparecen en la tabla LIX. Como las bases teéricas
predecian, el comportamiento espectral de los interferentes en los intervalos seleccionados
es casi lineal, como se puede ver en la figura 82. El valor de C° obtenido de esta forma
también se muestra en dicha tabla. Dichos valores no son lo suficientemente precisos como
para determinar la concentracion de analito, pero sirven como estimaciéon aproximada cara
a aplicar el GHPSAM.

Intervalos de longitudes Valores encontrados para
Muestra

de onda seleccionados (Cx°ts) X 103/ M
1 280/294 + 301/307 12.88 + 2.39
2 280/297 + 299.5/310 17.86 £ 1.62
3 283/297.5 + 299.5/305 13.83 = 0.88
4 283/308 15.32 £ 1.01
5 284/295 + 301/304 3.84 = 414
6 284/297 + 300/310 10.52 = 2.07
7 285/297.5 + 299/300 4.24 £ 1.39
8 282/297.5 + 300/302 6.86 * 0.87

Tabla LIX: Valores obtenidos para Cx° a partir de los valores de las gréficas de As */ e /’frente a

X para las ocho muestras sintéticas ensayadas.

Cuando el intervalo donde el interferente puede ser considerado lineal esta acotado,

el GHPSAM calcula la concentracion de analito libre de error a partir de la ecuacion (162).

Los resultados se muestran en la tabla LX. Los valores para dA (primera

max(X) , X Y
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|
m
256 275 285 295 306 315 206 275 295 295 306 315
Longiud da ondahm. Longiud da ondsAim.
s
205 275 296 306 315 205 275 285 296 306 315
Longiud da onda/inm Longiud da ondaAm
20- 20-
10—
Longiud de onda/nm. Longitud de onda/nm
Da i i 02

20-

B BB BB XI5 I 3 36

Longiud de onda/nm

Figura 83: Gréficas para Asy /c ”frente a obtenidas para las ocho muestrasfendlicas.

AAH

derivada de la muestra en el maximo de absorcion del analito) y para irA/4

e )

sera equivalente al valor de la primera derivada de la muestra a XX si el comportamiento
espectral del interferente es lineal) se dan también en dicha tabla. Dichos valores se han
obtenido para corroborar la linealidad del interferente, como se ha descrito en el apartado

anterior. En todos los casos, los valores obtenidos son estadisticamente equivalentes.

Se ha calculado la concentracion de analito como la media de los resultados obtenidos

de diferentes intervalos de longitudes de onda tomados dentro del maximo intervalo [X,, XJ
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4.2.2.- GHPSAM

Muestra C°"f' f::;’"n:rada % R.S.D. z‘;g:::’; (dA/d\)mes§ (AAJ/AX) %R.s.D.
1 16.4740.28 1.69 2.30 451X103  (4.88£0.12)X103 2.54
2 16.91£0.18 1.05 5.03 3.64x10'3  (-3.81%0.12)XI0'3 3.02
3 14.11£0.12 0.88 1236 393x10'3  (3.86+0.10)x10'3 2.58
4 15.91£0.17 1.06 -1.18 1.86X103  (1.13£0.13)X 10°3 11.04
5 8.47+0.54 6.43 5.22 1189X10"2  (1.207£0.035)x 102  2.94
6 8.16£0.31 3.82 137 -10.02XI0'3  (-9.32£0.22)XI0'3  2.40
7 4.18£0.20 4.87 48.07  7.85x10'3  (8.11+0.20) xI0*3 2.48
8 7.1920.10 1.45 1068  2.52x10-3  (2.66%0.07) X103 2.76

Tabla LX: Resultados obtenidos aplicando el GHPSAM a las ocho muestras sintéticas.

donde el interferente pueda ser considerado lineal. Se ha seleccionado 50 valores para los
célculos, considerando que sean los que den los mejores valores en el denominador de la
ecuacion (162). Incluso cuando se trabaja con un nimero de 25, los resultados obtenidos son
buenos. Cuando el nimero ensayado es el mas alto (2500), los resultados siguen siendo
buenos. Todo ello indica que la linealidad del interferente se cumple en el intervalo de
longitudes de onda seleccionado, y que la concentracion de analito estimada esta libre de

error.

Para la primera serie (muestras 1-4), donde la sefial analitica para el analito es mayor

que la del interferente (figura 82A), podemos ver que los intervalos horizontales en la

i
representacion de — A- frente a \j estan bien descritos (figura 83A). Esto se cuantifica en
€i

la tabla LX, puesto que el tanto por ciento de desviacion estandar relativa es menor que 2%
de la concentracion encontrada, y por tanto los intervalos espectrales donde el interferente
muestra un comportamiento lineal han sido correctamente localizados. El error relativo
obtenido para la concentracion de analito es menor del 5% para tres muestras (12% para la

muestra numero 3), por lo que se obtienen muy buenos resultados cuando se aplica el

GHPSAM a muestras desconocidas.
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~ Para la segunda serie (muestras 5-8), donde la sefial analitica debida al analito es igual

o menor que la debida al interferente (figura 82B), podemos ver que los intervalos

As,j

horizontales para la representacién de frente a \; estdn peor descritos (figura 83B) y

i
en este caso es mis importante comprobar la linealidad del interferente con los resultados
obtenidos para la concentracién estimada y para el valor de la primera derivada. El tanto por

ciento de desviacion estindar residual para la concentracién obtenida es mayor en esta serie -

- que en la primera (tabla LX). El error relativo para la concentracién afiadida de analito es

menor del 10% para tres de las muestras (48% para la muestra 7). Por tanto se han obtenido
muy buenos resultados para tres de las cuatro muestras cuando se aplica el GHPSAM a
muestras con interferentes desconocidos. La explicacion para el elevado error en la muestra
7 se explica puesto que el comportamiento espectral del analito es casi lineal en el intervalo
de longitudes de onda seleccionado, y por tanto el método no puede ser empleado con buenos

resultados en este caso (figura 82B).

Dichas determinaciones pueden ser llevadas a cabo en presencia de nitrofenoles. Otros
autores [Navarro,91] han mencionado la existencia de efecto matriz en dicho caso en las
determinaciones multicomponente de fenoles. El GHPSAM evita dichos problemas,

aprovechando las propiedades intrinsecas del método de adicién estindar.

El método se aplicé también a muestras de orina para la determinacion de anfetamina.
En este caso el blanco reactivo no tiene un comportamiento definido, por lo que se ha
efectuado un estudio sistemético del mismo. Como puede verse en la figura 84, la primera
de las muestras de orina no tiene problemas de blanco, pero en la segunda el blanco interno .
y el externo sélo coinciden en més de un 90% en el intervalo de longitudes de onda 406-538
nm. Por tanto s6lo dicha zona puede ser utilizada en los célculos. En intervalo donde la

absorbancia del interferente cambia linealmente con la longitud de onda se muestra en la
As , j

3

&

figura 85, donde se han representado las graficas de frente a A;. A partir de aqui,

seleccionados los intervalos lineales para el interferente, se aplica el GHPSAM vy los
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ai
mg 0.20-

a
Longitud de onda/nm Longitud de onda/nm
Figura 84: A) Espectros del blanco externo, B.E. (---------- ), blanco interno, B.l. (---)y
una disolucién de analito, A, para la primera réplica de orina estudiada.
B) Espectros del blanco externo, B.E. (---------- ), blanco interno, B.l. (— )y

una disolucién de analito, A, para la segunda réplica de orina estudiada. Se ha remarcado el intervalo
donde los blancos internos y externos coinciden en mds del 90%.

Longitud de onda/nm Longitud de onda/nm

Figura 85: A) Grafica obtenida para A ’s j / e’) frente a X, para la primera réplica. Se

ha remarcado el intervalo constante para C°.
B) Gréfica obtenida para A ”’s j | e’) frente a X,para la segunda réplica. Se

ha remarcado el intervalo constante para C°.

resultados obtenidos se muestran en la tabla LXI, donde puede observarse que para la

primera réplica, sin problemas de blanco, el resultado obtenido tiene un 1% de error relativo,
y que para la segunda réplica, con problemas de reproducibilidad del blanco, el error relativo
es aproximadamente del 10%. Estos errores son habituales en procedimientos analiticos
complejos que presentan un error sistematico constante introducido por la matriz de la orina
[Moiins,93]. Para corregir dicho error en [Moiins,93j se ha propuesto utilizar el método de
Youden [Youden,47], que requiere la construccion de una recta de calibrado con diferentes

cantidades de muestra afadida, o la utilizacion de un placebo (una muestra de orina sin
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analito). Sin embargo, cuando se aplica el GHPSAM, sdélo son necesarias las disoluciones

utilizadas para aplicar el método.

0,
Réplica Conc. anadida Conc. encontrada % R.S.D. :eli,:i';’; (dA/dk) MDY (AAF/AX) % R.S.D.
1 7.65 7.730.19 2.48 1.05 7.18X10"  (-7.04+0.09)X10"  1.34
2 747 6.38+0.36 5.67 -11.02 7.44X10"  (-7.32%0.25)X 10" 3.35

Tabla LXI: Resultados obtenidos para la determinacién de anfetamina en las dos muestras de orina

ensayadas (todas las concentraciones en ppm).

4.2.2.3.- CONCLUSIONES.

A
Se ha demostrado que las graficas de —  frente a |\ permiten localizar intervalos

g

donde el comportamiento espectral del interferente puede ser descrito de manera lineal.

Cuando se conoce los intervalos donde el interferente presenta dicho comportamiento,
se han desarrollado las bases del GHPSAM para poder obtener la concentraciéon de analito

libre de error.

Del estudio de las distintas muestras sintéticas se deriva que los mejores resultados
se obtienen cuando la sefial del analito es mayor que la del interferente. Cuando la sefal del
analito es igual o inferior que la del interferente, el tanto por ciento de error relativo

obtenido aumenta.

Ademas, cuando el comportamiento espectral del interferente puede ser considerado
como un espectro ancho en un intervalo de longitudes de onda amplio, los resultados
mejoran. Esto tiene gran aplicabilidad para determinadas muestras (orina, suero, ...), donde

el comportamiento espectral de la matriz puede ser descrito de esa forma. De esta manera
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se ha demostrado la aplicabilidad del método para determinar anfetamina en muestras de

orina.

El método falla s6lo en dos casos: cuando la sefial debida al interferente no puede ser
descrita de manera lineal en ningin intervalo, o cuando el comportamiento espectral del
analito es lineal en la misma zona que el interferente. El GHPSAM es capaz de corregir el

error introducido por un interferente desconocido en todos los demés casos.
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De todo este estudio se concluye que desde el punto de vista practico es igual de
poderoso en la determinacién del analito el método de adicién estdndar del punto H que
utiliza como sefial analitica la absorbancia que el que utiliza incrementos de absorbancia. Este
método puede utilizarse siempre que no sea necesario la determinacion del interferente,
ganando en sencillez. También, y de una forma clara, queda totalmente establecido que el
incremento de absorbancia obtenido de acuerdo con las bases del método estd tnica y
‘exclusivamente relacionado con la concentracién de analito, principio bésico en el que se

apoya el método propuesto.

Destacar ademas que ambas posibilidades del método resuelven con éxito situaciones
dificiles desde el punto de vista analitico, y proporcionan resultados satisfactorios en un
amplio margen de situaciones espectrofotométricas, siendo superior a la espectroscopia
derivativa, y conseguiéndolo de una forma sencilla y rdpida. También queda reflejado como
el método es capaz de transformar los errores incorregibles debidos a la presencia de un
interferente directo, en errores corregibles de tipo constante, de lo que se deriva que la
concentracion analitica se calcula exenta de cualquier tipo de error sistematico, debido a las
propiedades intrinsecas del método de adici6n estdndar para eliminar ademds los errores de

tipo proporcional.

Seha demostrado asimismo que las bases del HPSAM son extensibles a determinacio-
nes espectrofluorimétricas, permitiendo la resolucién de mezclas binarias. Estas ventajas se
han demostrado particularmente iitiles en la determinacién de fenol y o-cresol, donde el -
método proporciona buenos resultados, sin la pérdida de sensibilidad que la metodologia
usual propone (cambio de la longithd de onda de excitacién a valores menores), ni la

necesidad de técnicas de separacion.
Se ha demostrado que el HPSAM permite cuantificar los dos analitos de una mezcla

binaria efectuando la adici6n estindar simultinea de ambas especies. Los pares de longitudes

de onda con los que trabajar se seleccionan ficilmente, y pueden ser optimizados para
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obtener los resultados més precisos. Las muestras ensayadas como ejemplos, mezclas binarias
de fenol y o-cresol, con espectros fuertemente solapados, demuestran que se obtienen
resultados exactos y precisos, incluso en los casos més desfavorables en donde la sefial
analitica de una de las especies es mucho menor que la de la otra. En estos casos, una
adecuada eleccion de la concentracién del patrén puede mejorar la precision de los resultados
obtenidos. Los resultados del HPSAM son mejores que los que se obtienen aplicando

calibracién multivariada.

Las bases del HPSAM se ha ampliado para la resolucion de picos cromatograficos
solapados en cromatografia liquida. Como sefiales analiticas se utilizan las alturas de éreas
obtenidas a dos longitudes de onda previamente seleccionadas donde la especie considerada
como interferente presente la misma absorbancia o intensidad de fluorescencia. Los
resultados obtenidos son buenos para picos altamente coeluidos y con espectros de absorcion
o emisién fuertemente solapados. Las principales ventajas del método son la sencillez para
encontrar las longitudes de onda requeridas, su insensibilidad a cambios en el tiempo de
retencion del pico de una inyeccién a otra, y la posibilidad de utilizarlo en picos total o
parcialmente coeluidos. Para la utilizacién con un detector fluorescente convencional, es
necesario realizar dos inyecciones consecutivas de la misma muestra. Si los picos coeluyen

s6lo parcialmente, es preferible utilizar dreas para cuantificar correctamente ambas especies.

La aplicacién del HPSAM utilizando incrementos de sefiales analiticas en las
determinaciones que utilizan blancos absorbentes permite evaluar y eliminar el error
sistematico que el exceso de reactivo introduce en dichas determinaciones si se utiliza la
tradicional metodologia de medida frente a blanco afiadido en su concentracién inicial. Para
el desarrollo de las bases teéricas del método se han definido dos nuevos conceptos: blanco
interno, correspondiente al hallado por extrapolacién de rectas de calibrado del analito en
presencia del reactivo, y blanco extemd, a partir de disoluciones de reactivo. La comparacién
del valor de ambos permite evidenciar y caracterizar el error, si existe, que la presencia del
blanco reactivo introduce en el anélisis. Como aplicacién préctica se han estudiado cinco
determinaciones distintas, representativas cada una de ella de una situacién experimental

distinta, y utilizando tanto espectrofotometria como espectrofluorimetria.
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A partir de los resultados obtenidos en diferentes muestras ternarias, se puede afirmar
que el Método de Adicion Estindar del Punto H permite calcular la concentracién de analito
libre de error en mezclas ternarias a partir de la abcisa del punto H. Las principales ventajas
del método son: 1.- Se utilizan valores de absorbancia, y no valores de primera derivada. Por
tanto, el cociente sefial/ruido no disminuye. Ademis se tiene en cuenta la existencia de
posible efecto matriz, corrigiéndolo por las propiedades del método de adicidn estandar. 2.-
Es muy sencillo encohtrar los pares de longitudes de onda donde debe medirse, a partir,
solamehte, de los espectros de los interferentes. 3.- S6lo se necesitan cinco puntos (diez pares
de longitudes de onda) para obtener resultados comparables a los obtenidos por regresién
lineal miltiple, y un sélo punto (dos longitudes de onda) para estimar adecuadamente la
concentracion de X. 4.- El método obtiene buenos resultados, incluso en aquellos casos en

los que analito e interferente solapan completamente, como ha quedado demostrado.

Los resultados demuestran que el HPSAM utilizando absorbancia o incremento de
absorbancia como sefiales analiticas es una poderosa herramienta para obtener valores de
concentracion exentos de error sistemaético constante cuando existe en la muestra una
absorbancia irrelevante desconocida. Las principales ventajas del HPSAM frente a los
métodos propuestos en la bibliografia para este fin son: 1.- no es necesario comparar el
espectro de la muestra con el del analito puro. Ademds no es necesario registralo, pues se
puede obtener de las di_soluciones‘ preparadas para aplicar el método, a partir de las
pendientes de la representacion A = f(C,;.44..); 2.- el método utiliza valores de absorbancia
o de incremento de absorbancia, por lo que el cociente sefial/ruido (SNR) no disminuye como
en el caso de utilizar valores de derivada; 3.- aunque es necesario que la absorbancia
irrelevante desconocida muestre un comportamiento espectral lineal a las tres longitudes de
onda seleccionadas, no es necesario que la pendiente de dicha recta sea nula (a diferencia de
los otros métodos propuestos que requieren dicha condicién); 4.- los resultados obtenidos

para las muestras hacen posible distinguir entre interferentes lineales y no lineales.

Asimismo el método propuesto permite su adaptacién al método de calibracién de un

dnico patrén, para su aplicacién al anilisis de rutina.

Por otra parte, a partir de los datos obtenidos, podemos afirmar que aplicando el

HPSAM es posible calcular la concentracién de analito en una muestra donde el interferente
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es totalmente desconocido, libre de error, a partir de la abcisa del punto H, incluso en el

caso de que la absorbancia desconocida no sea de tipo irrelevante.

Para la correcta aplicacién del método, es necesario seleccionar intervalos del espectro
donde el comportamiento espectral del interferente sea lineal. Se proponen dos metodologias

para seleccionar dichos intervalos.

La ordenada del punto H permite calcular la intensidad de la interferencia. Si la
mezcla es binaria (y el interferente conocido), a partir de dicho valor se puede calcular su

concentracion.

-
Se ha demostrado que las graficas de —’ frente a A, permiten localizar intervalos

&

donde el comportamiento espectral del interferente puede ser descrito de manera lineal.

Cuando se conoce los intervalos donde el interferente presenta dicho comportamiento,
se han desarrollado las bases del GHPSAM para poder obtener la concentracién de analito

libre de error.

Del estudio de las distintas muestras sintéticas se deriva que los mejores resultados
se obtienen cuando la sefial del analito es mayor que la del interferente. Cuando la sefial del
analito es igual o inferior que la del interferente, el tanto por ciento de error relativo

obtenido aumenta.

Ademis, cuando el comportamiento espectral del interferente puede ser considerado
como un espectro ancho en un intervalo de longitudes de onda amplio, los resultados
mejoran. Esto tiene gran aplicabilidad para determinadas muestras (orina, suero, ...), donde
el comportamiento espectral de la matriz puede ser descrito de esa forma. De esta manera
se ha demostrado la aplicabilidad del método para determinar anfetamina en muestras de

orina.
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El método falla s6lo en dos casos: cuando la sefial debida al interferente no puede ser
descrita de manera lineal en ningtn intervalo, o cuando el comportamiento espectral del
analito es lineal en la misma zona que el interferente. El GHPSAM es capaz de corregir el

error introducido por un interferente desconocido en todos los demdas casos.
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