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Imagenes de fluorescencia para el monitoreo en linea de sistemas en
flujo. Generacién y analisis de datos multilineales
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Entre las técnicas analiticas tradicionales, la espectroscopia de fluorescencia es quizas la mas
versatil y sensible para el analisis de una gran variedad de muestras. Las técnicas de fluorescencia
en estado estacionario no convencionales, entre ellas, la espectroscopia de excitacién-emisién de
fluorescencia, se han convertido en poderosas herramientas de analisis para sistemas de multiples
fluoréforos, para experimentos estaticos en cubetas o en configuracion en flujo, por ejemplo,
acoplados a analisis de inyeccién en flujo (FIA) o cromatografia de liquidos (LC). En fluorescencia
molecular, los espectros de excitacién y emision son particularmente anchos, lo que resulta un
inconveniente para los analisis de muestras complejas, siendo la calibracién multivariada una
excelente alternativa para extraer la informacion mas relevante del sistema, en términos
cuantitativos o cualitativos. Para sistemas en flujo o cinéticos, un objetivo muy dificil de lograr es la
independencia entre modos instrumentales, debido a que las sefales cambian en el tiempo. Si bien
la instrumentacion moderna permite la adquisicion de datos de orden superior, el principal
inconveniente se basa en la velocidad de registro de los detectores, que generalmente es menor a
la variacion de la medida observable. La solucién mas obvia a este problema es realizar las
mediciones de una manera mas rapida, incrementando la velocidad de adquisicion de las senales
analiticas. En este trabajo se presenta un espectrégrafo simple, econémico y de rapido registro para
la adquisicién de matrices de excitacion-emision (EEM) de fluorescencia en sistemas en flujo
acoplado a resolucion quimiométrica de datos.

El espectrégrafo desarrollado se utilizé en la adquisicion de datos multidimensionales y los datos
generados se evaluaron de manera cuantitativa y cualitativa en términos de capacidad predictiva
de un modelo de calibracion de segundo orden y ftrilinealidad de los datos generados. Este ultimo
parametro se evalué para un arreglo de datos de 3-vias construidos con varias EEM registradas
para diferentes muestras (modelo de calibracién de segundo orden) y para un dato de tercer orden
obtenido por adquisicion de EEM a cada tiempo de eluciéon de una corrida cromatografica. Ambos
modelos fueron construidos para mezclas de analitos fluorescentes.

Los resultados demostraron que el espectréografo desarrollado permite la adquisicion de EEM lo
suficientemente rapida que permite lograr la obtenciéon de datos perfectamente trilineales tanto para
analisis cuantitativo mediante calibracion multivariada de segundo orden, como también, en el
monitoreo de sistemas en flujo, superando satisfactoriamente el inconveniente de dependencia
tiempo-deteccién. Esta contribucién representa una valiosa y poderosa herramienta para la
obtencion de datos de orden superior sin pérdida de multi-linealidad, significando un gran paso para
la quimiometria, la quimica analitica y otras areas de investigacion esencialmente, en el campo de
la fisicoquimica y la biologia.
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