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Se ha definido la Quimiometria como la disciplina quimica que utiliza herramientas
matemdticas, estadisticas y otras 16gico-formales para disefiar procedimientos experimentales
éptimos y obtener la madxima informacién quimica de los datos experimentales. Es evidente
que la estrategia formal més potente y sofisticada tiene interés en Quimiometria siempre que

resuelva un problema analitico.

La Quimiometria es una disciplina en fase de expansién, con riesgo de alentar muchas
expectativas y provocar grandes decepciones. Sus éxitos estdn motivados por la formalizacién
de estrategias para resolver problemas, y es esta formalizacién la que facilita decidir cémo
se debe abordar un nuevo problema analitico. Respecto de la realidad del mundo que la
Quimica Analitica estudia, las herramientas tanto instrumentales como quimiométricas pueden
conducirnos a cometer tres tipos de errores: i) afirmar que una hipétesis de trabajo es falsa
cuando realmente era cierta (error de primera especie); ii) que es cierta cuando era falsa (error
de segunda especie) e iii) 'resolver brillantemente un problema mal planteado’ (error de
tercera especie). Podemos evaluar los errores de primera y segunda especie mediante
experimentacién disefiada a tal efecto, pero s6lo podremos evitar el tercer tipo de error

mediante la exigencia explicita de sentido quimico al trabajo de investigacién.

Carece de sentido generar una tabla de datos experimentales ’para ver qué se obtiene
aplicando un tratamiento estadistico multivariante’. La Quimiometria es una disciplina
orientada a objetivos y es por tanto imprescindible la existencia de un problema bien definido
para que pueda aportar soluciones con una calidad que nunca serd superior a la calidad de los

andlisis quimicos efectuados.

Uno de los logros de la Quimiometria ha sido desarrollar la posibilidad de obtener
informacién quimica cuantitativa a partir de miiltiples sensores aun cuando ninguno de ellos
sea muy especifico. Esta via (basada en métodos de regresién multivariantes) se ha explorado,
principalmente, para técnicas espectroscépicas y en menor grado para técnicas

electroquimicas.
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Ahora bien, cuando se utilizan sefiales obtenidas electroquimicamente, ademds de
problemas analiticos generales tales como falta de selectividad, solapamiento de picos,
presencia de otras sustancias que provocan un efecto interferente y/o matriz, se tienen otros.
Puede tratarse de la presencia de compuestos intermetélicos cuando se aplican técnicas que
incluyen una etapa de preconcentracién sobre electrodos de mercurio, o del desplazamiento
relativo en el eje de potenciales de los polarogramas y voltamperogramas al modificarse
ligeramente el pH o debido a otras causas, etc. En este marco general se encuadra el trabajo

de investigacion que se presenta en esta Memoria.

Un aspecto no estudiado en la bibliografia es la utilidad de los modelos blandos
cuando se producen reacciones electrédicas acopladas que, como es sabido, provocan
asimetrias y desplazamientos en los picos polarograficos. Cuando se utiliza inicamente el
méximo de pico como sefial analitica para correlacionarla con la concentracién en el proceso
de calibrado, es necesario manipular adecuadamente variables instrumentales como el pH, la
concentracién del electrélito soporte, etc. Sin embargo, si se prescinde de la bisqueda de una
sefial especifica y selectiva sustituyéndola por la idea de que todo el polarograma encierra
informacién, no sélo del analito de interés como tal sino de todo el sistema quimico formado
por las especies electroactivas, cabe pensar que el calibrado es viable con independencia de
las modificaciones de las variables instrumentales o de las condiciones experimentales. Un
caso particularmente interesante es el del benzaldehido, cuyas reacciones electrédicas
acopladas implican que el valor del pH del medio es critico para poder realizar
determinaciones cuantitativas mediante técnicas polarogrificas. El estudio de la viabilidad de
calibrados multivariantes blandos en este problema y el andlisis del significado quimico de

los modelos obtenidos constituye el Capitulo IT de esta Memoria.

Los modelos de regresién sobre variables latentes hacen viable pensar en la posibilidad
de utilizar las intensidades registradas a muiiltiples potenciales para determinar la presencia de
varios analitos en una muestra, aun cuando no sean sefiales completamente especificas de
alguno o ninguno de los analitos en cuestién. También es frecuente leer las ventajas de las
técnicas electroanaliticas (bajo coste, posibilidad de medir pequefias concentraciones, en
muchas ocasiones no se necesita pretratamiento de la muestra, etc.). Sin embargo, la
necesidad de hacer un calibrado completo antes de cada medida es un problema préctico que
dificulta su utilizacién en el caso de la determinacién simultdnea de varios analitos de modo
rutinario por su coste en tiempo y esfuerzo experimental. Formalmente, la situacién es que

si "a" es el mimero de analitos a determinar y se utilizan "p" patrones de calibrado para cada



uno de ellos es necesario disponer de p* voltamperogramas completos (para determinar tres
analitos con cinco patrones de calibrado resulta un total de 125 voltamperogramas). Piénsese
lo que significa monitorizar un control de este tipo por ejemplo tres veces al dia durante

largos periodos de tiempo.

Para reducir el nimero de voltamperogramas necesario en la etapa del calibrado previa
a cada medida de control rutinario, sin que el calibrado sufra una pérdida significativa de la
capacidad de prediccién, es necesario vincular cada calibrado secundario con uno inicial o
calibrado "patrén”.

Esta vinculacién o transferencia puede realizarse de dos formas: i) seleccionando una
parte de las muestras del calibrado patrén y vinculando los voltamperogramas registrados en
el calibrado secundario con los correspondientes al patrén (asi se dispone de una matriz de
transferencia que aplicada a un voltamperograma problema registrado con el instrumento
secundario permite transformarlo en un voltamperograma con las caracteristicas que hubiera
tenido en el instrumento patrén y, por tanto, al que puede aplicarse el modelo del calibrado
patrén basado en el disefio completo); ii) seleccionando una parte de las muestras del
calibrado 'patrén, determinando con ellas el modelo de calibrado secundario y relacionando
matemdticamente ambos modelos. En ambos casos se trata de transferir la informacién de mds
calidad obtenida con mayor esfuerzo experimental (calibrado patrén) a otras determinaciones
posteriores realizadas con menor esfuerzo experimental de modo que globalmente el resultado

mantenga la calidad analitica de la determinacién patrén.

Ambas estrategias se han comenzado a disefiar muy recientemente en espectroscopia
NIR, técnica que presenta también la necesidad de un extenso nimero de patrones en la
calibracién. Han sido el primer paso en una cuestién analitica muy importante como es la

estandarizacion de instrumentos.

Hasta el momento no se ha publicado ningiin resultado que haga referencia a la
estandarizacién de instrumentos para voltamperometria. A este respecto se plantean dos
cuestiones especificas: i) los desplazamientos que pueden sufrir los voltamperogramas
respecto del potencial de un calibrado a otro, incluso cuando se realiza la medida con el
mismo instrumento, son mds severos que en espectroscopia, lo que se traduce en fuertes fallos
de linealidad; ii) el tiempo necesario para la limpieza y puesta a punto del material y el
instrumental voltamperométrico aconseja la selecciéon de esquemas de adiciones en los que

las concentraciones de cada analito sigan una secuencia creciente. Es decir, seria deseable
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introducir restricciones en los disefios experimentales con el fin de reducir el esfuerzo

experimental requerido en cada prueba.

Para evaluar la viabilidad de la transferencia de calibrado multivariante en
electroandlisis se han aplicado las dos estrategias de estandarizacién instrumental antes
descritas a situaciones experimentales que de por si encierran dificultades préicticamente

insuperables para llevar a cabo un calibrado desde el punto de vista de la sefial especifica:

- Variaciones no esperadas en la altura de pico. En la determinacién simultdnea de Cu,
Pb, Cd y Zn mediante polarografia se observa que, a pesar de obtenerse picos
polarograficos bien definidos, el correspondiente al cobre disminuye cuando se
adiciona zinc y viceversa, también es perceptible una disminucién de ambos al

adicionar cadmio.

- Formacién de compuestos intermetdlicos en determinaciones por voltamperometria de

redisolucién sobre electrodo de mercurio.

- Solapamiento de las sefiales del estafio y el plomo en determinaciones polarogrificas
de mezclas ternarias Pb(II)-Sn(IV)-Cd(II).

- Efecto causado por la presencia de una sustancia electroactiva en el electrélito soporte
que proporciona una sefial ajena a los analitos que se adicionan en una

voltamperometria de redisolucién para determinar TI(I) y Pb(II) con sefiales solapadas.

- Efecto matriz debido a la presencia de exceso de Fe(III) en la determinacién de Cu(Il)

mediante voltamperometria de redisolucién.

En los cuatro primeros casos la estandarizacién instrumental se ha efectuado utilizando
el mismo instrumento en dfas distintos, mientras que en el quinto intervienen dos instrumentos
distintos, llevdndose a cabo el procedimiento de transferencia de calibrado entre ambos

también a lo largo del tiempo.

El Capitulo IV se dedica a la seleccién de variables mediante un algoritmo genético.
Es claro que no se espera una mejora significativa de los resultados, pero como en muchos
de los sistemas estudiados existen problemas de efecto interferente y/o matriz, cabe esperar
que una seleccién de los potenciales que son realmente necesarios para describir la
concentracién del analito problema sefiale aquellas intensidades que son necesarias para

explicar dicha concentracién, aun cuando no se correspondan con el pico especifico del



analito. Es decir, la seleccién de intensidades sefialard al quimico analista la presencia de
efectos no esperados relacionados con el analito problema asi como los potenciales a los que

se manifiestan dichos efectos.

El Capitulo V recoge las conclusiones alcanzadas y en el VI se relacionan todas las
referencias bibliogréficas por orden de aparicién en el texto. La Memoria concluye con dos
apéndices, el primero de los cuales es un programa, en BASIC, que permite transformar los
datos registrados en archivos procedentes de la aplicacién de toma de datos Vesuv 10
(Metrohm A.G.) en una tabla de datos con la estructura adecuada para los tratamientos
multivariantes realizados tanto con PARVUS como con MATLAB. El segundo apéndice
incluye las m-funciones escritas en formato MATLAB (’transfpds.mat’, ’transfgc.mat’ y
'gct.mat’) que han sido utilizadas para obtener las transferencias de calibrado por los dos

meétodos indicados.

En cuanto a la estructura formal de esta Memoria se debe sefialar que la revisién
bibliogréfica y la descripcién detallada de la metodologia experimental y computacional
seguida se ha efectuado separadamente en cada Capitulo para facilitar la integracién del
problema quimico planteado, su relacién con otros problemas analiticos de interés y la

solucién propuesta.
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II.1 INTRODUCCION ]

El aumento de la complejidad de los procesos quimicos y los avances realizados en la ciencia
de los materiales y en el disefio y fabricacién de sistemas de medida han dado como resultado
un enorme crecimiento en el nimero de datos que pueden obtenerse de un sistema quimico
de interés. No obstante, con gran frecuencia, muchas de las variables medidas se hallan
altamente correlacionadas. Ejemplos concretos [1] se pueden encontrar en las 4reas de
Quimica Orgdnica y Quimica Analitica, en el control de procesos, la biotecnologia, la ciencia

de los alimentos, la investigacién farmacolégica y medioambiental, etc.

A pesar de que en algunas ocasiones el interés del investigador se centra en el
descubrimiento, andlisis y descripcién de las relaciones estructurales existentes entre las
variables medidas, en la mayoria de las aplicaciones el objetivo principal es relacionar un
subconjunto de variables, denominadas variables respuesta, con el resto de las variables,
denominadas predictoras. De hecho, la finalidad del andlisis suele consistir en modelar la
seiial correspondiente a un conjunto de sensores en funcién de la concentracién del analito

de interés, es decir, lo que en general se denomina calibracién [2].

Si el conjunto de datos experimentales consiste en p variables predictoras y g=1
variable respuesta medida en cada uno de n objetos, el modelo de regresién multivariante
bédsico que se puede construir se conoce como regresion lineal miltiple (MLR), y se

corresponde con la expresién
Y=XB +E (1

donde X (n x p) e Y (n X q) son matrices que contienen las variables predictoras y respuesta
respectivamente, E (n x g) es la matriz de los errores aleatorios y B (p x g) es la matriz de
los coeficientes de regresién. Estos coeficientes se obtienen utilizando el criterio de minimos

cuadrados, por lo que la solucién (dnica cuando n2p y rango(X) = p) viene dada por

B=X"X)'X"Y (2)



12 II. Calibracién con modelos blandos

La respuesta estimada para un futuro objeto, cuyos valores de las variables predictoras se

anotan por X,, vendrd dada por
Jo=x%B 3)

de modo que el intervalo de confianza al nivel o es

Yo £ to ap,ou Var(o) 4)
donde, siendo Var(Y) = ¢* y 6 es su valor estimado
Var(§,) = x, Var(B) x," = x, X"X)" x," 6 ®)

Nétese que resolver la ecuacién (1) haciendo uso de (2) requiere invertir la matriz
XX, por lo que el método de minimos cuadrados resulta adecuado para estimar los
coeficientes de regresién cuando las variables predictoras son ortogonales o se encuentran
muy cerca de serlo. La existencia de correlaciones entre las variables predictoras lleva a que,
en el mejor de los casos, el determinante de X"X sea muy pequefio, con lo que los elementos
de la matriz (X"X)" son muy grandes. Y si se consideran las ecuaciones (4) y (5), se observa
que esto conduce a intervalos de confianza muy grandes para los coeficientes de regresién y,
por tanto, a la construccién de modelos de calibrado muy inestables.

En algunos casos, el problema puede obviarse utilizando un disefio experimental
adecuado, que intente minimizar las relaciones internas entre variables predictoras. Sin
embargo, muchos instrumentos de andlisis proporcionan medidas que inevitablemente estdn
correlacionadas entre sf, como es el caso de un espectrofotémetro de UV o de un polarégrafo
[3-5]. En este ultimo, la intensidad registrada a un potencial determinado se encuentra muy

correlacionada con la registrada a un potencial préximo.

Asimismo, hay que considerar el hecho de que una de las hipétesis del modelo
presupone que la incertidumbre experimental estd asociada con la respuesta (concentracién),
mientras que las variables predictoras se encuentran libres de error aleatorio. Pero en la
préctica, si el ruido de las variables predictoras es del mismo orden que las propias variables,

el modelo de regresién serd poco realista y, en consecuencia, ineficaz.

Estos métodos de regresién, que ajustan los datos a un modelo determinado, se han
utilizado en una gran variedad de contextos cientificos denominados ’ciencia dura’, basada
en modelos duros (hard modelling), aunque quizds deberfan haberse llamado ’ciencia
endurecida’ [6]. En estos métodos, el modelo lineal es una representacién adecuada de la

realidad, con un pequefio nimero de pardmetros que deben ser determinados. Habitualmente
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se caracterizan porque no suele existir duda en cuanto a lo apropiado del modelo elegido, asf
como por una relacién adecuada entre las variables predictoras y el ruido que las acompaiia,

y porque el criterio de minimos cuadrados resulta correcto.

En contraposicién a lo anterior, se han desarrollado una serie de aplicaciones
cientificas, denominadas 'blandas’ (soft modelling), en las que el modelo de calibrado se
construye a partir de los propios datos, en lugar de forzar a que los datos se ajusten a un
modelo externo [7]. Estas técnicas son ttiles cuando existe un gran nimero de variables
predictoras y cuando se dispone de un limitado conocimiento formalizable sobre el problema,
En general, lo que se desea principalmente es que el modelo construido tenga una gran
capacidad de prediccién sin atribuir ningin significado a los coeficientes del modelo.
Ejemplos representativos de este tipo de métodos son las regresiones sobre componentes
principales, PCR, y por minimos cuadrados parciales, PLS, en las cuales se utiliza la
informacién aportada por algunas o todas las variables predictoras para construir unas nuevas

variables, utilizando como criterio la consecucién de una buena calidad en la prediccién.

La técnica de regresién por minimos cuadrados parciales, PLS, se ha presentado a
menudo como un algoritmo o familia de algoritmos [8], mis que como un modelo multilineal
formal, especialmente en libros relacionados con la Quimiometria y/o la Quimica Analitica
[9-12]. Ademds, las modificaciones surgidas por variaciones en el algoritmo bdsico no
siempre conducen a los mismos resultados [13], y en algunos casos vienen impuestas por la

necesidad de manejar grandes grupos de datos, como ocurren en el andlisis de imdgenes [14].

Introducida por Wold [15] en 1975, la mayor parte del desarrollo realizado sobre la
técnica PLS ha sido realizado en los paises escandinavos, basdndose principalmente en el
procedimiento NIPALS [16, 17]. Este dltimo es un algoritmo para el cdlculo de autovectores
y autovalores por el método de las potencias, que calcula uno a uno secuencialmente los
autovectores mediante un procedimiento iterativo que esencialmente es un regresiéon por
minimos cuadrados univariante en cada iteracién. PLS actia hasta cierto punto del mismo
modo que la regresién sobre componentes principales [18, 19], PCR, una técnica de regresién

ampliamente utilizada en Quimiometrfa y Qufmica Analitica.

En la regresién sobre componentes principales, en primer lugar se calculan las
componentes principales de la matriz X formada por las variables predictoras, y una vez
hecho esto, se construye una regresién multilineal por minimos cuadrados utilizando las

componentes principales como predictoras. Una de las razones fundamentales para utilizar
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PCR se basa en el problema de la multicolinealidad entre las variables predictoras y el efecto
negativo que ésta ejerce sobre la regresién lineal muiltiple, MLR, especialmente en la
incertidumbre de los coeficientes y en la correlacién entre los mismos, como se ha sefialado
anteriormente. Como consecuencia de ello, las predicciones hechas con MLR en presencia de

colinealidad no son buenas.

El uso de PCR evita por completo esta dificultad porque las componentes principales
son variables ortogonales y ademds permiten efectuar un filtrado del ruido de las variables
seleccionando las correspondientes a los mayores autovalores. La gran desventaja de esta
técnica de regresion es que la transformacién de las variables predictoras (obtencién de las
componentes principales) es independiente de la respuesta. Una alternativa es la técnica de

regresién PLS.

La diferencia fundamental consiste en que PLS construye variables latentes de forma
que expliquen simultdneamente la mayor variabilidad posible de las predictoras y de la
respuesta [20]. La regresién PLS busca en el espacio de las variables predictoras direcciones
de gran variabilidad, pero evitando las no correlacionadas con la respuesta. Esta propiedad
es especialmente deseable cuando se analizan datos de tipo electroquimico, ya que al utilizar
variables latentes se tienen en cuenta las posibles relaciones internas que intervienen en la

intensidad registrada.

Técnicamente el criterio optimizado por PLS es la media geométrica del criterio que
conduce a una regresién PCR y del que conduce a la regresiéon MLR. En este sentido,
equilibra la tendencia al sobreajuste (overfitting) de MLR con la tendencia de PCR a

desarrollar modelos con variables latentes no significativas.

Por otro lado, recientemente se ha demostrado la enorme importancia de la validacién
cruzada completa [21] (full crossvalidation) frente a la habitual validacién cruzada parcial [22,
23]. Dicho de otro modo, la necesidad de que en el proceso de cémputo del modelo PLS no
intervenga de ningin modo el grupo de cancelacién, ni siquiera por la via indirecta de
calcular la media y varianza con todos los datos. Esto es especialmente importante cuando
se utiliza una regresién blanda, como PLS, ya que la dnica finalidad de interés que se le
puede exigir al modelo construido es que tenga una buena capacidad de prediccién, puesto
que se ha sacrificado la capacidad de descripcién al admitir un sesgo controlado en los

coeficientes del modelo multilineal.
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Sin embargo, como en Quimica Analitica los modelos de calibrado se corresponden
con sistemas quimicos reproducibles, en otro caso carecen de interés analitico, es frecuente
que la estructura de las variables latentes muestre caracteristicas interpretables quimicamente.
Estas interpretaciones son de gran ayuda al quimico analitico especialmente cuando el
calibrado presenta anomalfas sistemdticas, porque le permiten inducir las posibles razones

quimicas de las mismas.

Los modelos de regresién PLS han sido aplicados en un amplio rango de dreas
cientificas diferentes [24]. Esta poderosa herramienta multivariante ha sido aplicada con éxito
dentro del dmbito de la Quimica Analitica en andlisis por espectrofotometria ultravioleta [25,
26], en determinaciones cinético espectrofotométricas [27, 28] y fluorimétricas [29], en
espectroscopfa de absorcién electrénica [30, 31], en andlisis con inyeccién en flujo [32], etc.

De hecho, muchas de las técnicas electroanaliticas existentes generan gran nimero de
datos que pueden ser modelados utilizando la regresién PLS. Esta ha sido aplicada por
Henrion y otros [33] para resolver cuantitativamente sefiales solapadas obtenidas por
voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anédica. Otto y Thomas [34] han
utilizado esta regresién multivariante en el desarrollo de un modelo de calibrado para una
baterfa de electrodos selectivos utilizados en la determinacién simultdnea de cuatro cationes.
Jagner y otros [35] han aplicado la regresién PLS en la determinacién de Fe(III) y Ti(IV)
mediante potenciometria de redisolucién. Herrero y otros [36] han determinado cobre en vino
mediante la regresién PLS, resolviendo el problema planteado por el equilibrio establecido
entre los iones Cu(I)/Cu(Il) que implica la existencia de relaciones internas entre algunas de

las variables predictoras.

Los excelentes resultados ofrecidos por esta técnica de regresién multivariante en
diferentes situaciones han conducido a su utilizacién en la presente memoria. En primer lugar,
la regresién PLS se ha aplicado en la determinacién polarogrdfica de un tnico analito,
benzaldehido, bajo diferentes condiciones experimentales que conducen a sefiales complejas,

debido a la existencia de reacciones acopladas a la transferencia electrénica.

En capftulos posteriores, esta técnica de regresién ha sido aplicada también en
determinaciones multianalito en las que los andlisis se llevan a cabo mediante polarograffa
y voltamperometria de redisolucién. En las mismas, diferentes problemas relacionados con
presencia de interferencias, solapamiento de sefales, efecto matriz, etc., han sido resueltos

mediante la utilizacién de esta técnica multivariante. Ademds se han utilizado procedimientos
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de transferencia de calibrado para reducir el esfuerzo experimental necesario cuando esas

determinaciones multianalito se realizan de forma rutinaria.



I1.2 REACCIONES ACOPLADAS EN LA DETERMINACION
POLAROGRAFICA DE BENZALDEHIDO

Las técnicas polarogrificas han alcanzado un notable desarrollo en los wltimos afios. Ello ha
permitido la aplicacién rutinaria de esta metodologia electroanalitica a la determinacién de
un considerable nimero de compuestos orgénicos e inorgédnicos mediante la utilizacién de
procedimientos conceptualmente simples y experimentalmente féciles de realizar. Una de las
técnicas polarograficas cominmente aplicada en andlisis de compuestos orgédnicos [37-39] es

la polarografia diferencial de impulsos (DPP).

Los métodos polarogréficos se basan en procesos de transferencia de carga que tienen
lugar en el electrodo [40] y su aplicabilidad estd sujeta a que el analito en estudio pueda
reducirse u oxidarse electroquimicamente dentro del intervalo de potencial definido por el

disolvente, el electrélito soporte y el electrodo empleado.

En procesos sencillos la transferencia de carga se produce a partir de un potencial
determinado, caracteristico de la especie en estudio, originando un paso de corriente cuya
magnitud depende de la intensidad del proceso y, en ausencia de otras complicaciones, es

proporcional a la concentracién de dicha especie en disolucién.

Las reacciones electrédicas pueden transcurrir en una o varias etapas. Aquellas
reacciones con una Unica etapa se presentan generalmente cuando la reaccién es
monoelectrénica. Mientras que, si el nimero de electrones intercambiados en el electrodo es
superior, incluso en reacciones de simple transferencia de carga en las que intervienen varios
electrones, €stas suelen desarrollarse en una serie de etapas cuya sucesion es energéticamente
mds favorable que la reaccién formulada en una etapa tnica. La velocidad de cada una de
esas reacciones puede ser diferente, siendo la etapa mas lenta la que limita la velocidad global

del proceso y representa la etapa determinante de la velocidad de reaccién.

En el transcurso del proceso electrédico en sistemas orgédnicos, frecuentemente, se

forman y rompen enlaces, de modo que la transferencia de carga estd acompafiada de otras
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reacciones quimicas [41]. A veces, las etapas elementales tienen lugar sucesivamente, es decir,
el producto formado en una etapa es el reactivo de la siguiente, y otras veces se desarrollan
de modo simultdneo, de manera que una misma especie reacciona por caminos diferentes para
dar productos distintos, o se producen a un mismo tiempo varias reacciones en el mismo
electrodo. En el primer caso se habla de reacciones -consecutivas, y en el segundo, de

reacciones paralelas.

El que se produzcan estas reacciones acopladas influye en la forma del polarograma,
haciendo que los picos presenten asimetrias, se desplacen, etc. De hecho, algunas etapas de
reaccién no pueden ser seguidas debido a la existencia de interferencias, que pueden estar
causadas por un solapamiento de los picos correspondientes a procesos consecutivos. El

resultado de todo ello es una sefial de poca calidad analitica para ser tratada de forma clasica.

La utilizacién de sefiales especificas y selectivas en estas técnicas es esencial para un
correcto establecimiento de la relacién entre las sefiales obtenidas y las correspondientes
concentraciones de los analitos, que permita la cuantificacién de los mismos. La mejora de
la calidad de estas curvas polarogréficas se consigue, en general, mediante la modificacién
adecuada de variables experimentales como pH, concentracién de electrélito soporte, etc., e
incluso con la utilizacién de técnicas instrumentales cada vez mds sofisticadas. De hecho, la
influencia del pH en muchos de los procesos que intervienen en las sefiales electroquimicas
impone severas restricciones en cuanto a los valores del mismo a los cuales se han de realizar

las correspondientes determinaciones [42-44].

No obstante, la gran cantidad de datos electroquimicos que proporciona la
instrumentacion actual posibilita abordar problemas de calibrado con técnicas multivariantes,
las cuales permiten utilizar toda la informacién contenida en el polarograma y no sélo la del
maximo de pico como en los métodos univariantes cldsicos. La complejidad de las matrices
en las que suelen estar contenidos los analitos de interés hace a veces dificil utilizar los
planteamientos cldsicos de bisqueda de condiciones experimentales que conduzcan a la
obtencién de sefiales especificas y selectivas, por lo que la alternativa ofrecida por un

tratamiento multivariante parece adecuada para este tipo de problemas.

El uso de la regresién en minimos cuadrados parciales, PLS, como una técnica de
regresién multivariante fue promovido inicialmente dentro del campo de la Quimiometria, y
resulta de gran interés siempre que se modela una respuesta como funcién de multiples

variables predictoras [45, 46]. Ha sido ampliamente utilizada en la resolucién de problemas
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similares con datos de tipo espectroscépico [9], aunque su uso en el campo del electroandlisis

se estd viendo incrementado lentamente [5, 49].

El objetivo de este trabajo ha sido la aplicacién de las técnicas multivariantes en un
problema de calibrado donde se sabe que, ademds de las reacciones electrédicas responsables
de los picos polarograficos, coexisten reacciones quimicas acopladas. El andlisis multivariante
se ha aplicado a las sefiales polarograficas obtenidas en la determinacién electroquimica de
benzaldehido en medios que difieren en el valor del pH, lo cual provoca en los polarogramas
ademds de desplazamientos de los picos a lo largo del eje de potenciales, la aparicién de

nuevos fenémenos electrédicos y quimicos sobre el electrodo.

En andlisis de alimentos, principalmente de aquellos elaborados con extracto de
almendras, los métodos oficiales de andlisis para determinar la cantidad de benzaldehido se
basan en la utilizacién de métodos gravimétricos y métodos de espectroscopia ultravioleta
[50]. Asi mismo, la determinacién de benzaldehido en gas residual [51] se ha llevado a cabo
mediante cromatografia de liquidos de alta eficacia, HPLC. Este compuesto organico también
se puede encontrar como impureza en disoluciones de alcohol bencilico [52], asi como un
compuesto derivado del mismo, la hidrobenzoina [53], aunque este dltimo se halla en menor
cantidad. El andlisis polarogrifico [54, 55] supone una alternativa que permite realizar
determinaciones con mayor precision que los métodos gravimétricos, y con una

instrumentacién menos costosa que la requerida en las determinaciones espectroscépicas.

Especial importancia se ha concedido a la interpretabilidad quimica de las variables

latentes del modelo PLS construido para cada valor de pH.

Por ultimo, se ha realizado un estudio comparativo de los errores obtenidos en el

célculo de las concentraciones de analito en las distintas situaciones experimentales.

II.2.1 Experimental

Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron reactivos de calidad para andlisis, salvo
el correspondiente al benzaldehido que fue de calidad para sintesis (pureza > 99%), sin que

se haya realizado una purificacién posterior de ninguno de ellos. Todas las disoluciones se
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han preparado con agua bidestilada y desionizada obtenida a través del sistema Barnstead
NANO Pure II. Como gas inerte para eliminar el oxigeno disuelto en las muestras se ha
utilizado nitrégeno del 99.997%.

Todas las disoluciones patrén de benzaldehido fueron preparadas con concentracién
9.89 10? M en medio alcohélico 20%. Las soluciones tampén utilizadas fueron patrones
Mcllvaine, obtenidos mediante la combinacién adecuada de diferentes cantidades de
disoluciones de écido citrico 0.1 M y Na,HPO, 0.2 M [56] para proporcionar diez valores de
pH diferentes, equiespaciados de 2.2 a 7.6.

Instrumental

Las medidas polarogrificas fueron realizadas utilizando un procesador Metrohm 646 VA con
una unidad 647 VA con un electrodo Metrohm multimodo (MME) usado en el modo de gota
de mercurio estética (SMDE). El sistema de tres electrodos se completé con un electrodo de
platino que actué como electrodo auxiliar y un electrodo de referencia Ag/AgCU/KCI (3M).
Las adiciones de solucién patrén fueron realizadas utilizando una bureta Metrohm 665

Dosimat.

Los andlisis de datos fueron realizados utilizando los programas PARVUS [57],
STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59].

Procedimiento experimental

El procedimiento utilizado para llevar a cabo las medidas polarogrificas fue el siguiente: la
disolucién fue introducida en una celda polarogrifica y desoxigenada durante 10 min
mediante el burbujeo de nitrégeno. Una vez que se hubo eliminado el oxigeno disuelto en la
misma, se realizé un barrido de potencial entre -800 mV y -1502 mV, registrandose el
polarograma correspondiente a intervalos de -6 mV.

Todas las medidas realizadas se obtuvieron utilizando el modo diferencial de impulsos,
con los siguientes pardmetros instrumentales: amplitud del impulso, -50 mV; tiempo de vida

de la gota, 0.6 s; drea del electrodo, 0.40 mm?; velocidad de barrido -10 mV s
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I1.2.2 Cuestiones preliminares

Cuando en un proceso electrédico se producen reacciones quimicas acopladas a la reaccién
de transferencia de carga se pueden presentar esquemas muy distintos, tanto por el nimero
de etapas en que se desarrollan como por el orden en el que éstas se llevan a cabo [60]. Entre
las reacciones quimicas acopladas se encuentran los procesos de dimerizacién, en los que una
sustancia producto de la reaccién electrédica se combina consigo misma para dar lugar a un

dimero

O+ne- >R R+R-R, (1)

Un ejemplo en el que se presenta este tipo de reacciones acopladas se encuentra en
la reduccién electroquimica del benzaldehido, compuesto orgédnico cuyo complejo mecanismo
de reduccién sobre electrodo de mercurio ha venido siendo estudiado desde principios de siglo
[61-63], junto con otros similares correspondientes a diversos compuestos carbonilicos.
Importantes aportaciones a este respecto han sido realizadas principalmente por Zuman y otros
[64], Mairanovski [65], y Andrieux, Nadjo y Savéant [66-68]. Diferentes técnicas
electroquimicas han sido utilizadas para este mismo fin: polarografia diferencial de impulsos
[69-71], polarografia de corriente alterna [72-73], polarografia derivada [74], voltamperometria
con diferentes tipos de electrodos [75-77] y sin electrélito soporte [78], voltamperometria de
onda cuadrada [79], sonoelectroquimica [80], etc.

En la reduccién del benzaldehido sobre un electrodo de mercurio en medio 4cido, se
observan dos picos monoelectrénicos sucesivos. El primero de ellos se corresponde con la
adicién reversible de un electrén y un protén, lo cual lleva asociada la formacién de un
radical libre

CH,CHO + e” + H' = CH,CHOH (D)
El que la transferencia de protones anteceda o suceda a la transferencia electrénica depende
del pH del medio [64]. En aquellos medios mds dcidos, se ha evidenciado la existencia de una
etapa de preprotonacién, mientras que a pH mayores el intercambio de protones sigue a la

transferencia electrénica.
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Los radicales formados en esta transferencia electrénica rdpida dimerizan, originando
el correspondiente pinacol, denominado hidrobenzoina, a través de una reaccién quimica

irreversible.

2 CH,CHOH — CH,C(OH)-C(OH)CH; (iii)

Pero, si el potencial alcanza un valor suficientemente negativo, los radicales se reducen

a alcohol bencilico dando lugar a la aparicién del segundo pico monoelectrénico, que se ve
oscurecido por la descarga de los protones a pH bajos. Este pico aparece a potenciales mds
negativos, o como mucho iguales, que el primero. Se asume que se trata de una transferencia

electrénica lenta [67] que se lleva a cabo del siguiente modo

CH,CHOH + e~ + H* - CJH,CH,0H (iv)
La influencia de la reaccién de dimerizacién sobre el segundo pico afecta tanto a la forma del
mismo como al potencial al que aparece. El hecho de que el segundo pico sea mds pequefio
que el primero se debe a que se produce una formacién parcial del dimero, como han
demostrado Andrieux y Savéant [81].

A valores de pH mayores, los dos picos son gradualmente reemplazados por un dnico
pico asociado con una reaccién electrédica de dos electrones. Este tercer pico se corresponde
con la formacién del alcohol bencilico, y es el resultado del proceso de tipo ECE siguiente

CH,CHO + 2¢” + 2H® = CH,CH,0H V)

La interferencia de la reaccién de dimerizacién tiende a separar los potenciales
caracteristicos de cada pico, pasando de dos picos monoelectrénicos a un pico bielectrénico
a valores de pH suficientemente altos. En el caso del benzaldehido, la variacién de la altura

de pico depende de la concentracién, y esto ha sido interpretado como una interferencia por

la simultaneidad de la transferencia electrénica y la dimerizacién del radical.

Modificando la acidez del medio es posible obtener informacién sobre las reacciones
quimicas que acompaifian al propio proceso electrédico. En los distintos gréficos de las
Figuras I1.2.1a a I.2.1j se muestra la diferente evolucién de los picos polarograficos al variar
la concentracién de benzaldehido para cada uno de los valores de pH analizados. Las Figuras
I1.2.2a a I1.2.2g permiten observar el efecto de la variacién del pH del medio a cada una de
las concentraciones de benzaldehido consideradas.
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Figura II.2.1a  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disoluci6n
tampén de pH 2.2
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Figura I1.2.1b  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tampén de pH 2.8.
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Figura II.2.1d Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tampén de pH 4.0.
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Figura I1.2.1e  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién

tampén de pH 4.6.
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Figura IL.2.1f  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tamp6n de pH 5.2.
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Figura I1.2.1g Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién

tamp6n de pH 5.8.
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Figura I1.2.1h  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tamp6n de pH 6.4.
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Figura I1.2.1i  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tampén de pH 7.0.
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Figura I1.2.1j  Polarogramas correspondientes a las adiciones de benzaldehido realizadas sobre la disolucién
tampén de pH 7.6.
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Figura I1.2.2a  Polarogramas correspondientes a la primera adicién de benzaldehido sobre las soluciones

tamp6n con diferentes valores de pH.
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Figura I1.2.2b Polarogramas correspondientes a la segunda adicién de benzaldehido sobre las *

soluciones tampén con diferentes valores de pH.
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Figura I1.2.2c  Polarogramas correspondientes a la tercera adicién de benzaldehido sobre las soluciones
tamp6n con diferentes valores de pH.
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Figura I1.2.2d  Polarogramas correspondientes a la cuarta adicién de benzaldehido sobre las soluciones tampén
con diferentes valores de pH.
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Figura IL.2.2e  Polarogramas correspondientes a la quinta adicién de benzaldehido sobre las soluciones tampén

con diferentes valores de pH.
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Figura I1.2.2f  Polarogramas correspondientes a la sexta adicién de benzaldehido sobre las soluciones tampén
con diferentes valores de pH.
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Figura I1.2.2g Polarogramas correspondientes a la septima adicién de benzaldehido sobre las soluciones
tamp6n con diferentes valores de pH.
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Forma de los polarogramas

Las Figuras II.2.1a a IL2.1j muestran los polarogramas obtenidos con 7 adiciones de
benzaldehido realizadas sobre las disoluciones tampén correspondientes a cada uno de los diez
valores experimentales de pH analizados. En la Figura I1.2.1a, a pH = 2.2, aparecen dos picos
polarogréficos que se corresponden con los dos procesos monoelectrénicos de las reacciones
(ii) y (iv). A este pH se observa que el segundo pico monoelectrénico aparece muy solapado
con la barrera de reduccién de los protones, sobre todo para las concentraciones de
benzaldehido mds bajas.

En las Figuras [1.2.1a a I.2.1d puede observarse el desplazamiento experimentado por
ambos picos, en sentidos opuestos, a lo largo del eje de potenciales, debido tanto a la
variacién del valor de pH como al incremento de la concentracién en las distintas adiciones.
También se observa como el pico correspondiente a la reduccién del hidrégeno se desplaza
hacia potenciales andédicos a medida que aumenta el pH, hasta llegar a desaparecer de la

ventana de potenciales estudiados [82].

En la Figura IL.2.1e, pH = 4.6, se observa la aparicién de un tercer pico que se
corresponde con la sefial polarogréfica de dos electrones debida a la transferencia electrénica
de la ecuacién (v). También se hace notable el solapamiento de los dos picos correspondientes
a los dos procesos monoelectrénicos. Como resultado se obtienen polarogramas en los cuales
los tres picos se encuentran muy solapados, tanto mds cuanto menor sea la concentracién de
benzaldehido, confirmando el hecho de que son procesos dependientes de la concentracién
(67].

La Figura II.2.1f, pH = 5.2, muestra como el pico correspondiente al proceso
bielectrénico va adquiriendo importancia en comparacién con la magnitud que presenta en los
polarogramas de la Figura IL.2.1e. Los dos picos monoelectrénicos presentan potenciales de
pico cada vez mds préximos, originando un solapamiento total de ambos, los cuales por otro
lado, también se encuentran muy solapados con el pico correspondiente al proceso de dos

electrones.

De la Figura I1.2.1g, pH = 5.8, cabe destacar el alto grado de solapamiento de todos
los picos polarogréficos, que proporciona un polarograma de escasa calidad analitica. Por otro
lado, a este pH resulta muy importante la influencia de la variacién de la concentracién de
benzaldehido sobre la sefial. A este respecto, se observa que el proceso de dos electrones se

ve favorecido a medida que aumenta la concentracién de benzaldehido, y pasa de ser poco
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importante frente a los dos procesos monoelectrénicos a bajas concentraciones a alcanzar la
misma intensidad que estos ltimos cuando la concentracién es mayor. En la Figura IL.2.1h,
pH = 6.4, se observa el mismo efecto de la concentracién de benzaldehido sobre ese pico
polarogréfico, pasando el proceso bielectrénico a estar mucho més favorecido que los dos
monoelectrénicos a concentraciones altas. En ambas figuras las dos etapas monoelectrénicas

aparecen solapadas en un unico pico bastante ancho.

Del andlisis realizado se deduce que las dos etapas monoelectrénicas se encuentran
muy favorecidas a pH menores de 5.8, mientras que la etapa bielectrénica va adquiriendo
importancia a pH superiores, a los cuales el aumento de la concentracién de benzaldehido

favorece mucho esta etapa.

La asimetrfa del pico en la zona anterior al mdximo, en la Figura I1.2.1i, implica que
el solapamiento sigue existiendo, aunque el proceso que se produce en mayor extensién es
el de la etapa de dos electrones. Se observa la misma dependencia de la intensidad de los

picos con la concentracién de benzaldehido.

La Figura 11.2.1j, a pH = 7.6, muestra un unico pico que aunque estd menos

deformado que el anterior también muestra cierta asimetria.

Del estudio de las Figuras II.2.1a a II.2.1j se deduce que ¢l crecimiento de unos picos
se realiza a expensas de la disminucién de otros, lo cual es indicativo de la existencia de
varios equilibrios en los que intervienen compuestos comunes. Los sefiales polarogrificas
presentan un comportamiento distinto dependiendo del pH del medio y de la concentracion

de benzaldehido que esté presente en disolucién.

Desplazamiento del potencial de pico

En aquellos procesos electrédicos en los que intervienen protones en la reaccién electrédica
el potencial al que aparece el mdximo de pico depende de la concentracién de éstos en el
medio, o lo que es lo mismo, del valor del pH. Las Figuras II.2.2a a II.2.2g muestran la
influencia del pH del medio de las distintas soluciones tampén, sobre las que se han realizado
adiciones iguales de benzaldehido, en las sefiales polarogrificas registradas. Se observa que
la variacién del pH del medio provoca un desplazamiento de los potenciales de pico en un
sentido u otro dependiendo de la reaccién electrédica que se considere. Zuman y otros [64]
realizan un estudio detallado del desplazamiento del potencial de pico en funcién del valor

del pH para las distintas ondas de reduccién de compuestos carbonilicos.



42 II. Calibracién con modelos blandos

En estas condiciones la determinacién del potencial de pico resulta dificil, y en
algunos casos imposible, cuando los picos polarogréficos se encuentran muy solapados, como

por ejemplo ocurre a pH = 6.4.

I1.2.3 Analisis univariante

Para cada valor experimental de pH se ha realizado una regresién univariante por minimos
cuadrados, tomando la intensidad méxima de pico como respuesta frente a la concentracién
de benzaldehido. De los polarogramas correspondientes a cada uno de los valores de pH
considerados se ha seleccionado la intensidad de pico del mejor definido, mostrdndose en la
Tabla II.2.1 los datos experimentales utilizados en el andlisis. Los pardmetros correspondientes

a las regresiones univariantes efectuadas se encuentran en la Tabla I1.2.2.

Tabla I1.2.1 Intensidades de pico, expresadas en nA, correspondientes a las distintas adiciones de
benzaldehido realizadas a diferentes los valores experimentales de pH analizados.

Concentracién pH

(mol/L) 22 28 34 40 46 ‘52 58 9016
492 10* 1017 926 984 862 1024 1029 885 1037 1208
9.79 10* 1880 1475 1820 1601 1853 1662 1428 2134 2398
1.46 10° 2549 2134 2379 2175 2538 2054 1688 3074 3512
1.94 10° 2923 2598 2972 3323 3202 2598 2345 3962 4551
241 10° 3455 2995 3452 3863 3822 3100 2416 5272 5495
2.88 10° 3792 3371 4226 4426 4264 3546 2828 6164 6583
334 10 3912 3588 4611 4963 4687 3829 3066 7233 7555

El andlisis de los resultados se realiza teniendo en cuenta no sélo el valor de los
coeficientes de correlacién, sino también la desviacién estdndar de la regresién, s,,, por estar
ésta directamente relacionada con los intervalos de confianza de los pardmetros. Se ha
analizado también la distribucién de los residuos, que en la mayoria de los calibrados no es

aleatoria, lo cual indica que no se cumplen las hipétesis sobre la regresién. De acuerdo con



II.2 Reacciones acopladas en la determinacién polarogrdfica de benzaldehldo 43

Tabla I1.2.2 Resultados del andlisis univariante realizado mediante regresiones por minimos cuadrados
a partir de los datos de la Tabla I1.2.1.

pH Pendiente Término Desviacién Coeficiente de R?
Independiente estdndar, S, correlaci6n (p)

22 1.0096 10° 841.23 245.75 0.9463 0.8954
2.8 9.5067 10° 606.29 152.17 0.9762 0.9530
3.4 1.2600 10° 489.04 104.63 0.9935 0.9870
4.0 1.4764 10° 181.04 171.05 0.9874 0.9750
4.6 1.2855 10° 574.93 152.15 0.9869 0.9740
52 9.9325 10° 628.57 86.81 0.9928 0.9857
5.8 7.5718 10° 632.49 135.13 0.9705 0.9419
7.0 2.1668 10° -56.59 103.01 0.9979 0.9958
7.6 2.2087 10° 209.20 64.82 0.9992 0.9984

estas consideraciones, inicamente las dos iltimas regresiones resultarfan adecuadas. Incluso
en alguna condici6n experimental (pH = 6.4) se hace imposible la cuantificacién del maximo
de pico, debido al alto grado de solapamiento de los picos polarogréficos, y por tanto el
realizar la determinacién de la concentracién de benzaldehido mediante este procedimiento

univariante.

De todo ello se concluye que, cuando se producen reacciones acopladas a la reaccion
electrédica, el control de las condiciones experimentales es critico en la determinacién de un
analito, ya que normalmente estos sistemas proporcionan sefiales no especificas para ser
analizadas desde un punto de vista univariante ya que conducen a resultados de poca calidad

analitica, siendo la alternativa multivariante una posible solucién para este problema.

I1.2.4 Analisis multivariante

Como se ha expuesto en el epigrafe anterior, una funcién lineal entre la concentracién y la
intensidad de pico no muestra suficiente calidad para su uso cuantitativo en la mayoria de las

condiciones experimentales consideradas. En consecuencia, no puede calibrarse el sistema de
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medida utilizando una relacién lineal univariante. Esto obliga al uso de un procedimiento
multivariante que tenga en cuenta simultineamente la presencia de todas las reacciones
electrédicas y quimicas implicadas, asf como la competitividad de uno y otro equilibrios.

Por esta razén, se ha decidido emplear una calibracién multivariante indirecta en el
sentido de hacer adiciones de benzaldehido y utilizar todo el polarograma sin seleccionar
sensores especificos. De esta forma en el calibrado se incluyen las relaciones entre todos los
equilibrios implicados. Ademds, cuando se trabaja con datos polarogrdficos las variables
predictoras se encuentran fuertemente correlacionadas entre si, ya que la intensidad medida

a un potencial determinado es parecida a la intensidad medida a otro potencial préximo.

Se ha utilizado una regresién por minimos cuadrados parciales, PLS, ya que, como se
ha sefialado anteriormente, realiza la bisqueda de direcciones de médxima variabilidad en las
variables predictoras evitando aquellas que no estén correlacionadas con la respuesta. Esta
caracteristica inherente a la regresién PLS ofrece la posibilidad de construir modelos de
regresion con gran capacidad de prediccién.

Construccidn de los modelos PLS

La regresién PLS se ha realizado sobre un conjunto de datos formado por siete adiciones de
100 pL de benzaldehido 9.89 10? M (20% etanol) sobre una muestra de 20 mL de solucién
tampén Mcllvaine. Cada polarograma se ha digitalizado tomando intensidades a 118
potenciales igualmente espaciados, desde -800 mV hasta -1502 mV, y a continuacién se le
ha restado el polarograma correspondiente al blanco experimental. Este procedimiento se ha
aplicado a 10 soluciones de tampén McIlvaine correspondientes a 10 valores de pH diferentes
y equidistantes entre si, de 2.2 a 7.6. Por lo tanto, la matriz de datos original para cada valor
de pH consta de 118 variables predictoras (intensidades medidas a 118 potenciales) y de 7
objetos (adiciones de benzaldehido). Los datos utilizados en el andlisis multivariante llevado

a cabo se muestran, en su conjunto, en las Figura II.2.3a a I1.2.3e.

La Tabla I1.2.3 es una representacién esquemdtica de las matrices de datos necesarias
para llevar a cabo el calibrado multivariante propuesto; en ella, las variables predictoras, X,
son las intensidades medidas a cada potencial una vez que ha sido restada la sefial
correspondiente al blanco experimental, mientras que las distintas concentraciones de

benzaldehido constituyen la variable respuesta, Y.
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Figura I1.2.3a  Datos correspondientes a los modelos PLS construidos para los valores de pH 2.2 (a) y 2.8 (b).
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(b)

Figura I1.2.3b  Datos correspondientes a los modelos PLS construidos para los valores de pH 3.4 (a) y 4.0 (b).
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Figura I1.2.3¢  Datos correspondientes a los modelos PLS construidos para los valores de pH 4.6 (a) y 5.2 (b).
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Figura I1.2.3d Datos correspondientes a los modelos PLS construidos para los valores de pH 5.8 (a) y 6.4 (b).
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Intensidad / pA

Figura I1.2.3e  Datos correspondientes a los modelos PLS construidos para los valores de pH 7.0 (a) y 7.6 (b).
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Tabla I1.2.3 Esquema de las matrices de datos utilizadas en la calibracién multivariante.

Bloque X
Bloque Y
E.am 52 Eisp2
il.l iu iI.IIB Cy
Iy Iy, b 118 Ca
17, I s G

Evaluacion de los modelos PLS

El punto critico para establecer el modelo de calibrado PLS es determinar el nimero de
componentes (variables latentes) que son necesarias. En su determinacién se ha de tener en
cuenta el porcentaje de varianza explicada tanto en el bloque de las variables predictoras,
como en el bloque de la respuesta. De hecho, podria ocurrir que al incrementar el nimero de
componentes se estuviera modelando exclusivamente la variabilidad interna del bloque de las
variables predictoras (intensidades), no relacionada con la variabilidad en la respuesta
(concentracién de benzaldehido).

Ademds se ha de prestar atencién a la capacidad de prediccién del modelo construido,
es decir, hay que valorar la estabilidad del mismo, lo cual se lleva a cabo a través de la
varianza denominada "en prediccién". En su cdlculo se han utilizado siete grupos de
cancelacion con validacién cruzada completa. Con cada uno de estos conjuntos de aprendizaje
se ha construido un modelo PLS con sucesivas componentes y se ha evaluado la varianza no
explicada, utilizando para ello las respuestas en los objetos que no han intervenido en la
construccién del modelo. Es evidente que se trata de una varianza explicada en prediccion,
y por lo tanto, cuanto mds parecida sea ésta a la varianza explicada por el modelo construido
con todos los objetos, mds estable serd éste. Mientras que por construccién, la varianza
explicada crece al incrementar el nimero de componentes utilizadas en el modelo PLS, la
varianza en prediccién puede disminuir al aumentar el nimero de componentes del modelo.
Esto seria indicativo de que esas componentes dependen demasiado de muestras u objetos

concretos y no han de formar parte del modelo de calibrado.
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Por tanto, uno de los criterios utilizados en la construccién de modelos PLS viene
dado por la seleccién de aquellas variables latentes que incrementen tanto los porcentajes de

varianza explicada como los correspondientes a la varianza en prediccién.

La Tabla I1.2.4 resume la evoluci6n del porcentaje de varianza explicada en funcién
del nimero de componentes del modelo PLS construido para cada uno de los valores
experimentales de pH considerados. En negrilla aparecen sefialados los valores de varianza
explicada correspondientes al nimero de variables latentes seleccionado para cada modelo
aplicando los criterios anteriormente enunciados. En todos los modelos construidos el
porcentaje de varianza explicada en el bloque Y es superior al 99.2 %, lo cual indica que

estos modelos multivariantes se ajustan muy bien a los datos utilizados en su construccién.

En la mayoria de los casos la inclusién de una nueva componente sélo incrementa
apreciablemente la varianza explicada en el bloque de las variables predictoras, indicando que
esta tltima fuente de variabilidad en la intensidades del polarograma no est4 relacionada con

la concentracién de benzaldehido afiadida.

En la condicién de pH = 7.0 no se ha aplicado el criterio extricto de disminucién de
la varianza en prediccién sino que la no aleatoriedad de loadings hace que se tomen dos
variables latentes. Esto es coherente con los resultados obtenidos a pH préximos, cuyos
loadings presentan estructuras muy similares. Los valores de varianza en prediccién son muy
parecidos a los correspondientes a la varianza explicada, lo cual pone de manifiesto la

estabilidad de los modelos construidos y su buena capacidad de prediccién.
Interpretabilidad de las variables latentes

En este tipo de problemas, tiene gran interés un andlisis detallado del significado quimico de
las variables latentes construidas por el modelo de calibrado PLS, puesto que han de estar

relacionadas con los equilibrios que intervienen en el problema.

En la interpretacion quimica de las variables latentes se utilizan tanto los valores
correspondientes a los loadings como los de los scores. En las Figuras I[1.2.4a a I1.2.4j se
muestran los loadings para las cuatro primeras variables latentes de los modelos PLS
construidos en cada condicién experimental de pH. Mientras que en las Figuras 1I.2.5a a
I1.2.5j se representan los scores correspondientes, que vienen dados por las puntuaciones o

coordenadas de los objetos en los distintos planos formados por esas cuatro variables latentes.
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Tabla I1.2.4 Varianza explicada y varianza en prediccién (%) en funcién del nimero de variables latentes. En
negrilla y cursiva se sefiala el nimero de variables latentes seleccionadas para cada modelo.

Variables latentes

pH Bloque Varianza
1 2 3 4
v Explicada 94.72 ) 99.54 99.81 100.00
22 En prediccién 92.82 98.20 99.31 99.17
X Explicada 90.56 94.71 97.72 97.62
v Explicada 97.01 99.58 99.75 99.90
2.8 En prediccién 95.90 99.21 98.52 98.98
X Explicada 92.34 95.47 96.12 98.72
v Explicada 99.34 99.69 99.66 99.99
34 En prediccién 99.07 99.25 99.12 99.30
Explicada 92.93 95.00 98.19 98.51
” Explicada 99.20 99.19 99.10 99.72
4.0 En prediccién 99.09 98.59 97.07 97.85
X Explicada 92.68 95.49 98.23 98.36
" Explicada 98.36 99.58 99.99 100.00
4.6 En predicci6n 97.83 99.27 99.95 99.95
X Explicada 90.07 96.50 98.55 98.85
% Explicada 96.90 99.90 99.97 99.98
5.2 En prediccién 96.14 99.79 99.94 99.86
X Explicada 89.14 97.30 98.48 98.55
v Explicada 98.61 99.56 99.89 99.94
58 En prediccién 98.33 99.48 99.24 99.50
X Explicada 9225 98.03 98.06 98.47
¢ Explicada 99.78 100.00 100.00 100.00
6.4 En prediccién 99.70 100.00 99.99 99.99
X Explicada 93.49 98.63 98.73 99.08
. Explicada 99.84 99.85 99.88 100.00
7.0 En prediccién 99.75 99.66 99.38 99.23
X Explicada 94.11 98.24 98.97 99.02
¥ Explicada 99.69 99.95 99.99 99.99
7.6 En prediccién 99.61 99.94 99.92 99.91

X Explicada 94.33 98.58 98.68 99.04
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Figura I1.2.4a Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 2.2
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II.1 Introduccion

04 0.4
0.2r 0.2
- -
- >
. 0 &5 0
-0.2¢ -0.2
-0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4
Potencial / V Potencial / V
0.4
0.2
-
>
=~ 0
-0.2
-0.8 -1.0 -1.2 -14 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4
Potencial / V Potencial / V

Figura I1.2.4e Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 4.6.



58 [I. Calibracion con modelos blandos

0.2t 0.2
d =i
> 0 > 0
. ™
-0.2 -0.2
-0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4
Potencial / V Potencial / V

-0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4
Potencial / V Potencial / V

Figura II.2.4f Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 5.2.
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En las Figuras I1.2.4a a I1.2.4j se observa que, para todos los valores de pH
considerados, en la primera variable latente los pesos de las variables en esa componente
presentan la forma de los polarogramas que se utilizaron para construir cada modelo PLS.
Esto indica que esa primera variable latente es un factor tamafio en todos los casos. Esta
primera variable latente modela una fraccién muy-signiﬂcativa del benzaldehido afiadido (la
varianza que explica esta componente estd siempre por encima del 94.72 %). Esto se confirma
analizando los scores, en las Figuras I1.2.5a a I1.2.5j, en cuales se observa cémo la puntuacién
dada por la primera variable latente modela la concentracién en todos los casos y, en

consecuencia, sobre este eje aparecen de forma correlativa las puntuaciones 1, 2,..., 7.

En cuanto a la segunda variable latente, hay que sefialar que s existen diferencias
entre los distintos modelos construidos para cada valor de pH. En las Figuras I1.2.4a a I1.2.4¢
se observa que los loadings correspondientes a los picos polarogréficos se encuentran
agrupados y presentan signos contrarios. En estos tres casos, la segunda variable latente
parece estar relacionada con el desplazamiento del potencial de pico, provocado por la
variacién de la concentracién de benzaldehido. Las Figuras I1.2.1a a I1.2.1¢ muestran c6mo

los potenciales de pico se desplazan en un sentido u otro con las distintas adiciones realizadas.

Esto también aparece reflejado en los scores, Figuras II.2.5a a II.2.5c, donde se
observa que los pesos de los objetos en esa segunda variable latente presentan una tendencia
distinta en funcién del desplazamiento que hayan sufrido los potenciales de los picos
polarograficos. También se advierte que esta variable latente explica menos varianza cuanto
mayor es el pH, de hecho, pasa de explicar un 4.82% en el modelo construido a pH = 2.2 a
explicar un 0.35% en el de pH = 3.4, de acuerdo con el proceso quimico que hace que las

sefiales polarograficas se desplacen con al variar el pH.

La estructura de los loadings y la distribucién de los scores en el primer plano
factorial que se observa en los tres primeros pH para la segunda variable latente, pasa a
ocupar el lugar de la tercera variable latente en los modelos construidos para valores de pH
mayores de 3.4 y menores de 7.0, en los cuales la tercera variable latente explica un maximo
de 0.41% de varianza. Esto indica que a estos valores de pH (por encima de 4.0) se produce

algin otro fenémeno que tiene mayor relevancia que el expuesto anteriormente.

En este caso, se trata de la aparicién de un nuevo pico polarografico a potenciales mas
negativos, que se va desplazando hacia potenciales mayores a medida que aumenta el pH, lo

cual origina su solapamiento con los picos ya existentes. La aparicién de este tercer pico y
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su interaccién con los otros dos cobra mayor importancia, al variar la concentracién de
benzaldehido, que el desplazamiento de los potenciales de pico correspondientes, explicando
por ello mayor varianza y, por tanto, apareciendo reflejado en la segunda variable latente, ya

que éstas se ordenan siguiendo una pauta de mayor a menor varianza explicada.

Esta variable latente estd relacionada con la evolucién del solapamiento de los picos
a medida que el potencial al que aparecen éstos cambia con las adiciones de benzaldehido.
De hecho, en los modelos construidos a pH = 4.6 y pH = 5.2, en los cuales se aprecia con
claridad el tercer pico, solapado en mayor o menor medida con los otros dos, se hace
absolutamente necesaria esa tercera variable latente, llegando a explicar un 0.41% de varianza
en el modelo construido a pH = 4.6.

El modelo obtenido para pH = 4.0 marca la transicién entre una situacién y otra, ya
que, a este pH el tercer pico aparece muy timidamente, Figura I1.2.1d. Ademds, se observa
que el desplazamiento de los potenciales de pico no es tan acusado como a pH menores, lo
cual hace que s6lo sea necesaria una variable latente para construir el modelo PLS

correspondiente a ese valor de pH.

La tercera variable latente estd relacionada, en los modelos PLS construidos para el
primer grupo de valores de pH (entre 2.2 y 3.4), con el fenémeno de reduccién de los
protones del medio, que por supuesto es mis acusado a valores de pH mis bajos, en los que
la concentracién de protones es mayor. De hecho, son necesarias tres variables latentes, que
explican un 99.81% de varianza, en el modelo construido para pH = 2.2, ya que para los otros
dos valores de pH el porcentaje de varianza explicada por esta variable latente disminuye. Se
observa en los loadings de las Figuras I1.2.4a a I1.2.4c correspondientes a la tercera variable
latente como, a los potenciales a los que se produce este fenémeno, la importancia relativa
de estos, en cuanto al valor del loading, va disminuyendo a medida que aumenta el pH,
siendo minima a pH = 3.4.

En los modelos construidos para valores de pH mayores de 6.4, la tercera variable
latente presenta loadings aleatorios, Figuras I1.2.4i y I1.2.4j, y la distribucién de scores
responde a peculiaridades de objetos concretos, Figuras I1.2.5i y I1.2.5j. Esto indica que esa
variable latente Unicamente explica la variabilidad debida a objetos que difieren ligeramente
del resto y, por tanto, no debe ser tenida en cuenta en la construccién del modelo. La segunda
variable latente se corresponde con la estructura indicada anteriormente para la segunda

variable latente de los modelos construidos para valores de pH entre 4.0 y 6.4.
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Respecto a la cuarta variable latente, en las Figuras II.2.4a a I1.2.4j, se observa que
la distribucién de loadings es aleatoria, y que en cualquier caso, aunque la varianza explicada
por esta variable aumenta, la varianza explicada en prediccién disminuye, indicando que la
inclusién de esta nueva variable introduciria inestabilidad en los modelos. De hecho, la
distribucién de los scores, en las Figuras [1.2.5a a -II.2.5j, indica que la cuarta variable latente
estd muy ligada a objetos concretos y que, por lo tanto, no debe ser tenida en cuenta en la
construccién de los modelos PLS.

Andlisis de los resultados

En la Tabla II.2.5 se evaldan las diferencias entre las concentraciones de benzaldehido reales
y las calculadas por los modelos PLS. Para el cédlculo del error relativo (en %) se ha utilizado
el valor de concentracién de benzaldehido predicha con el nimero de variables latentes
indicado para cada valor de pH en la Tabla I1.2.4. Estos errores son bajos en general y se
encuentran dentro de lo esperado en las determinaciones realizadas utilizando polarografia
diferencial de impulsos, en estos rangos de concentraciones. Evidentemente, los errores
mayores se encuentran asociados con las concentraciones de benzaldehido mds bajas, asi
como con los valores de pH mads 4cidos, ya que en esas condiciones la interferencia debida

a la sefial de reduccién de los protones del medio es mds importante.

Los resultados obtenidos avalan la posibilidad de utilizar la polarografia diferencial
de impulsos en la determinacién de benzaldehido, cualquiera que sea el pH del medio o, lo

que es lo mismo, independientemente de la especificidad de la sefial experimental.

Por otro lado, se ha evaluado el efecto que tienen la variacién del pH del medio y las
distintas adiciones de analito sobre el valor de la concentracién de benzaldehido calculado.
Una forma de llevar a cabo este estudio consiste en realizar un andlisis de la varianza
(ANOVA), el cual requiere que se verifiquen las hipétesis de normalidad de restos e igualdad

de varianzas para que las conclusiones que se extraigan del mismo sean vdlidas.

Por ello, en primer lugar se ha verificado la normalidad de restos utilizando los
siguientes test de hipGtesis [58] al nivel de confianza del 95%: el test de la % (Pyua =
0.1350) y el test de Kolmogorov-Smirnov (P, = 0.5804). En ambos casos, no es posible
rechazar la hipétesis nula (H,: los datos son normales) ya que la P, es mayor de 0.05, con

lo que hay que considerar que los datos si son normales.
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Tabla I1.2.5 Errores relativos (%) obtenidos en el célculo de la concentracién de benzaldehido por los
modelos PLS, a los diferentes valores experimentales de pH.

Adicién

pH g
1 2 3 4 5 6 v

22 8.64 -3.00 -2.69 1.84 0.25 1.13 -1.07
2.8 14.63 -9.27 -1.62 1.55 2.96 -0.21 -1.32
3.4 1.84 2.28 -2.08 -0.45 -1.55 3.52 -1.64
4.0 -6.54 -5.13 -10.59 5.80 3.00 0.85 -1.99
4.6 0.58 0.11 -0.07 -0.63 0.36 0.41 -0.29
52 -1.83 2.68 -1.18 -0.46 0.39 -0.08 0.03
5.8 4.00 1.82 -7.28 4.53 -2.29 0.87 -0.04
6.4 -1.45 -0.13 0.10 0.24 0.20 -0.36 0.11
7.0 -2.83 0.74 0.03 -2.88 1.54 1.50 -1.02
7.6 2.19 0.65 1.48 -0.10 -1.70 0.37 0.23

No obstante, se ha comprobado que no se verifica la hipétesis de igualdad de
varianzas, mediante los test de Cochran y Bartlett con ese mismo nivel de confianza, tanto
cuando se considera el nivel adicién y los errores a los distintos pH como réplicas, como

cuando se tiene la situacién contraria.

Por lo tanto, los resultados obtenidos a través del ANOVA no serian vélidos y, en
consecuencia, se hace necesario utilizar otro tipo de anilisis, que no requiera la verificacién
de esta dltima hipétesis, para estudiar estos efectos. Por ello se ha utilizado un método no
paramétrico, el test de rangos de Friedman [83], que no exige las hipétesis previas de
normalidad e igualdad de varianzas. La hipétesis nula del test, Hy, es la siguiente: no existe
efecto del factor en estudio. El test concluye que ninguno de los factores es significativo ya

que P, = 0.2531 > 0.05, es decir, que no existe efecto.

Este resultado permite considerar como réplicas los valores de concentracién de
benzaldehido calculados a los distintos valores experimentales de pH para cada adicién de
analito. Para cada valor de la concentracién de benzaldehido se dispondria de 10 réplicas,
asumiendo como tal el valor de concentracién calculado a cada uno de los diferentes pH

experimentales.
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Una regresion por minimos cuadrados permitiria comparar los valores de la
concentracién de benzaldehido calculados por los modelos de regresién PLS frente a los
valores de concentracién reales. Si la pendiente es 1 y el término independiente es 0
implicarfa que son iguales. Para cada adicién de benzaldehido se consideran 10 réplicas, los
valores de concentracién calculados a cada uno de los diez valores experimentales de pH. Los

resultados del ajuste llevado a cabo aparecen reflejados en la Tabla I1.2.6.

Tabla I1.2.6 Resultados de la regresién lineal por minimos cuadrados
realizada para comparar los valores de concentracién calculados
con los modelos PLS y los valores reales.

Variable Coeficiente S.E. P
Constante -0.0258 0.1191 0.83
Concentracién 1.0006 0.0055 0.00
p = 0.9990 S,x = 0.4405

Eﬁ este caso, la hipétesis conjunta [57], que plantea que el término independiente sea
igual a 0 y la pendiente igual a 1, se acepta con un nivel de significacién del 3.54%. Lo cual
indica que, independientemente del valor de pH, o lo que es lo mismo de la calidad de la
sefial analitica, y para todas las concentraciones utilizadas, los valores de concentracién
encontrados con los modelos PLS son iguales, desde un punto de vista estadistico, a los

valores reales.
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III.1 INTRODUCCION

Las técnicas electroanaliticas aplicadas a la determinacién de elementos a nivel de trazas
suponen en la actualidad una muy interesante alternativa a los ya tradicionales procedimientos
espectroscépicos. El uso de una metodologia multivariante, a través de técnicas tales como
la regresién sobre componentes principales (PCR) o la regresién en minimos cuadrados
parciales (PLS), permite extraer de forma adecuada la informacién contenida en las sefiales
electroquimicas, potenciando enormemente las posibilidades de las citadas técnicas

electroanaliticas.

No obstante, la aplicabilidad de estas técnicas encuentra una limitacién en el hecho
de que un modelo de regresién multivariante, construido con un conjunto de datos
determinado, generalmente no es vilido o aplicable a otros conjuntos de datos diferentes. Esto
provoca que en determinadas situaciones puedan plantearse una serie de problemas que
dificultan lo que se denomina ’transferencia de calibrado’ [84]. En algunos casos, es posible
que la respuesta dada por dos instrumentos al medir una misma muestra en iguales
condiciones sea diferente, o que exista inestabilidad en la respuesta a lo largo del tiempo
(deriva, etc.), que varfen algunas condiciones experimentales tales como humedad o
temperatura, o incluso que, por alguna razén, se produzcan cambios en la constitucién fisica

de la muestra (cambios de tamafio de particula o de textura), etc.

Sin embargo, es sabido que en numerosas ocasiones, pequefias alteraciones de las
sefiales analiticas pueden ser indicio de cambios fundamentales en el sistema en estudio. Por
lo tanto, ligeras variaciones entre una misma medida realizada en diferentes situaciones
podrian ser suficientemente significativas para impedir la construccién de un modelo de
calibrado que pudiera ser transferido, o lo que es lo mismo, empleado posteriormente con

muestras que no formaron parte del conjunto de datos utilizado en su construccién.

Una solucién obvia a los problemas asociados a una transferencia de calibrado reside
en trasladar el conjunto de calibracién completo a la nueva situacién, lo cual supone repetir

todas las medidas electroquimicas con la finalidad de construir otro modelo de calibrado con
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las mismas caracteristicas. Este procedimiento, que es el que tradicionalmente se ha utilizado,
supone una importante carga adicional, tanto en términos de esfuerzo experimental como en
tiempo de trabajo, sobre todo cuando las muestras son muy numerosas, quimicamente
inestables, seleccionadas al azar, etc. En cualquier caso, seria deseable poder llevar a cabo la
calibracién de un instrumento en una nueva situacién sin necesidad de repetir la medida de

todas las muestras del calibrado por segunda vez.

En este sentido, se han propuesto diferentes procedimientos para reducir el nimero de
muestras de calibrado necesarias para llevar a cabo una regresién multivariante [85]. Se trata
de procedimientos de seleccién de conjuntos de calibrado que, partiendo de un determinado
nimero de datos, eligen aquellos objetos que mejor caracterizan el sistema multicomponente.
Procedimientos tales como el andlisis de agrupamientos [86], la eliminacién iterativa de
muestras similares utilizando la distancia de Mahalanobis [87], la seleccién iterativa de filas
(o columnas) o combinaciones de filas (o columnas) mds ortogonales entre si para realizar un
andlisis factorial [88] o la seleccién de aquellos objetos que conduzcan a coeficientes de

regresién con pequefia variabilidad utilizando el algoritmo de intercambio de Fedorov [89].

A pesar .de que este tipo de problemas impone severas restricciones a la aplicacién de
los modelos de calibrado multivariante no son muchos los ejemplos existentes en la
bibliografia al respecto, la mayoria de los cuales han sido publicados en andlisis con técnicas
de infrarrojo cercano o préximo (NIR). Algunos de estos métodos son aplicaciones a
productos agricolas [90, 91] que suponen la realizacién del calibrado utilizando una tnica, o
a veces unas pocas, longitudes de onda, por lo que no son generalmente aplicables al

calibrado multivariante basado en la utilizacién de las respuestas del espectro completo.

Existe un método propuesto por Shenk y Westerhaus [92] que trata de corregir la
respuesta experimental completa a través de un esquema univariante. Para cada longitud de
onda del espectro de un instrumento patrén se detecta la longitud de onda con mayor
correlacién del espectro de un instrumento satélite. Con ésta y otras dos longitudes de onda
del espectro del instrumento satélite préximas a ella se calcula un modelo cuadrético para la
longitud de onda del instrumento patrén. Se evalda la correlacién de este modelo con la
longitud de onda del instrumento patrén, y la posicién que se corresponde con el mdximo de
correlacién es considerada como la longitud de onda del instrumento satélite que mejor
reproduce la del instrumento patrén. Una vez corregido el desplazamiento de la longitud de

onda, se aplica una correccién para los valores de absorbancia del instrumento satélite, a las
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que se quiere transferir el calibrado del instrumento patrén. El algoritmo desarrollado en este
método ha sido transformado y mejorado por Bouveresse y otros [93].

Wang y otros [94,95] comparan cinco procedimientos, el de Shenk anteriormente
citado y cuatro métodos desarrollados por ellos mismos para llevar a cabo la transferencia de
calibrados multivariantes. Estos procedimientos fueron aplicados en la determinacién mediante
espectroscopia NIR de cuatro analitos en muestras de gasolina utilizando dos
espectrofotémetros diferentes, siendo el método de estandarizacién directa a trozos (piecewise
direct standardization, PDS) el método que ofrecié mejores resultados [94,96]. Este método
se fundamenta en la regresién sobre componentes principales (PCR) o bien en la regresién
por minimos cuadrados parciales (PLS), y también ha sido comparado con una correccién
univariante pendiente/sesgo en espectroscopia NIR [97]. Basindose en la medida de un
pequefio conjunto de muestras con los dos instrumentos, se determina una matriz de
transferencia que se aplica para transformar espectros entre los dos instrumentos, lo cual hace

también posible la transferencia de los modelos de calibrado entre ambos.

Bouveresse y otros [98] proponen algunas modificaciones del método PDS aplicado
a instrumentacién NIR con la finalidad de detectar y reducir las posibles causas de
predicciones erréneas. Estudian en primer lugar la seleccién de muestras de transferencia,
llevéndola a cabo utilizando el algoritmo propuesto por Kennard y Stone [99] y otro método
basado en la maximizacién de la distancia menor entre puntos, el cual intenta mejorar los
resultados obtenidos con la seleccién basada en la influencia de los puntos (leverage). Una
vez resuelta la seleccién del conjunto de transferencia, presentan un método basado en la
prediccién de una muestra adicional independiente (el espectro NIR mds préximo al espectro
medio del conjunto de datos) para detectar y reducir anomalias debidas a malas estimaciones

locales.

Sin embargo, como ya se ha sefialado, las distintas situaciones en las que resulta
interesante realizar una transferencia de calibrado no se limitan a los andlisis llevados a cabo
con diferentes instrumentos, sino que también pueden tener su origen en diferentes
condiciones fisicas de las propias muestras, en variaciones en el tiempo en que se realizan las
medidas, etc. De hecho, el método PDS ha sido aplicado a la estandarizacién de sefiales
espectrofotométricas medidas a diferentes temperaturas [100], considerando la variacién de
temperatura como un tipo especial de variacién instrumental, o incluso cuando las medidas

se han realizado en dias distintos [101].
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Otro método, propuesto por Forina y otros [102], sugiere realizar una transferencia de
calibrado multivariante a través de la transferencia de la ecuacién de regresién. Este
procedimiento utiliza la regresién en minimos cuadrados parciales (PLS) en dos ocasiones:
en una primera etapa se calcula la relacién entre los espectros de las muestras de transferencia
de los dos instrumentos, y a continuacién se calcula la ecuacién de regresion (relacién entre
las variables quimicas, conéentracioncs, y las variables espectrales) del instrumento patrén.
Estos dos pasos de aplicacién de la regresién PLS se combinan para predecir el modelo de

regresion del segundo instrumento o instrumento satélite.

Asimismo, se ha desarrollado un método para llevar a cabo la transferencia de
calibrado entre instrumentos de segundo orden, aplicindose éste a un ejemplo en
cromatografia liquida-espectroscopia ultravioleta (LC-UV) [103]. Este método se basa en el
cédlculo de dos matrices de transferencia (matrices banda diagonales), utilizando las variables
predictoras de una muestra patrén comun para corregir simultdneamente el desplazamiento
de las variables predictoras asi como las variaciones de la respuesta en ambas dimensiones
u érdenes. A diferencia de las transferencias de calibrado de primer orden, estas dos matrices
de transferencia son estimadas a partir de un conjunto de ecuaciones no lineales simultdneas

a través del método de Gauss-Newton.

Aunque la mayor parte de las referencias bibliogrificas sobre transferencia de
calibrado multivariante se encuentran en el contexto de la espectroscopia NIR, muchas de las
estrategias y métodos descritos pueden ser aplicados también a problemas de transferencia de
calibrado en otros campos de la Quimica Analitica [104-107].

En esta memoria se han aplicado dos métodos de transferencia de calibrado diferentes,
la transferencia de calibrado a trozos (PDS) y el método propuesto por Forina y otros [102],
que se denominard en adelante transferencia de calibrado global (global calibration transfer,
GCT), a datos electroquimicos. Estos se han obtenido en diferentes situaciones; por un lado
se han realizado medidas voltamperométricas en dfas diferentes (transferencia de calibrado
a lo largo del tiempo), y en algin caso, se han llevado a cabo determinaciones con

instrumentos distintos (transferencia de calibrado entre instrumentos).

En el estudio llevado a cabo se han realizado una serie de calibrados multivariantes
utilizando técnicas voltamperométricas para llevar a cabo medidas sobre diferentes sistemas
quimicos multianalito. Todos ellos constituyen ejemplos representativos de algunos de los

problemas mds frecuentes con que se enfrenta este tipo de andlisis, que hacen que se pierda
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la especifidad de las sefiales. Se han analizado los siguientes casos: existencia de
interferencias, formacién de compuestos intermetélicos, solapamiento de sefiales, correccién
de la linea base y efecto matriz.






II1.2 TEORIA SOBRE LA TRANSFERENCIA DE CALIBRADO

Los métodos de calibracién multivariante pueden ser utilizados para predecir la concentracién
de uno o mds constituyentes de una mezcla compleja, asi como pardmetros de calidad mds
abstractos [9]. El modelo de calibrado inverso, y = f(X) + e, donde y es el pardmetro que se
quiere predecir, X es la matriz con los datos electroquimicos, y e contiene los residuos, es la
forma mads versdtil de abordar el problema de calibrado [108]. Los pardmetros de este modelo
se estiman mediante un conjunto de aprendizaje (training set), que contiene n objetos
(muestras) de los cuales se dispone de p variables predictoras (intensidades medidas a p
valores de potencial) y de la variable a predecir (concentracién o pardmetro de calidad). En
general, se utilizan modelos de regresién lineal multivariante del tipo y = Xb + e, donde los
coeficientes de regresién b se estiman habitualmente a través de una regresion lineal multiple
(MLR) sobre variables seleccionadas, o mediante métodos de calibracién que utilizan
transformaciones lineales de la sefial completa, tales como la regresién sobre componentes

principales (PCR) o por minimos cuadrados parciales (PLS).

El conjunto de aprendizaje debe cubrir todas las fuentes de variabilidad relevantes de
tal forma que futuras muestras se encuentren dentro de los intervalos de variacién
considerados. No obstante, los datos electroquimicos, y por tanto el modelo, también incluyen
las fuentes de variabilidad del instrumento y de las condiciones de medida. Esto significa que
un modelo de calibrado construido con un conjunto de datos en una situacién determinada no
seria vélido o aplicable a otro conjunto de datos medidos en una situacién diferente. En el
caso de que se aplique un modelo de calibrado a datos distintos de los que se utilizaron para
construirlo, los errores en prediccién pueden llegar a ser muy importantes en los casos
anteriormente mencionados (cambio de instrumento, deriva, ...), especialmente cuando se
utilizan todas las variables predictoras para elaborar el modelo de calibrado (acumulacién de

errores).

Como se ha indicado previamente el propésito de la transferencia de calibrado es

asegurar el intercambio de resultados obtenidos en diferentes situaciones, sin necesidad de
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llevar a cabo una recalibracién completa en cada una de ellas. En este sentido, el criterio
tltimo para evaluar el resultado de una transferencia de calibrado es la calidad de las

predicciones que se realizan.

Para llevar a cabo la transferencia de calibrado multivariante existen diferentes
aproximaciones que, de forma genérica, pueden clasificarse en dos grupos segiin realicen la
transferencia de calibrado mediante la transformacién de los datos de medida o corrigiendo
el propio modelo de calibrado. Algunos de los métodos mds significativos se muestran con

detalle a continuacién, utilizando para ello la notacién siguiente:

X, (n x p) es el conjunto de datos (training set) de la situacién inicial o situacién A
(instrumento patrén, temperatura de referencia, primer dia,...) en la que se basa el modelo de

calibrado multivariante.

Y (n x g) es la correspondiente matriz respuesta (concentraciones o pardmetro de

calidad). Si se trata de un tnico analito, entonces ¢ = 1, y la respuesta es el vector y.

X, (m x p) contiene las muestras de la situacién A que se van a utilizar para llevar
a cabo la transferencia de calibrado, es decir, se trata del denominado conjunto de

transferencia.

X; vy X son las matrices andlogas para la nueva situacién o situacién B.

I11.2.1 Meétodos que implican la correcciéon del modelo de

calibrado

El propé6sito de estos métodos es transferir el modelo de calibrado construido en una situacién
A de forma que pueda ser utilizado con los datos de una nueva situacién (B). El
procedimiento puede efectuarse transfiriendo el propio modelo de calibrado, o también
transformando el conjunto de aprendizaje de la situacién primera al formato que hubieran
tenido de haber sido medidos en la nueva situacién y construyendo después un nuevo modelo
a partir de los datos de la situacién inicial transformados. En ambas aproximaciones los
modelos de transferencia se construyen en base a las medidas de un pequefio conjunto de

muestras patrén de las dos situaciones.
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I11.2.1.1 Transferencia de calibrado utilizando un modelo de calibrado
clasico

Sean Y e Y las matrices del pardmetro que se desea predecir (concentracién) del conjunto de
calibracién completo y del subconjunto de transferencia respectivamente, cuyas dimensiones
son el nimero de muestras por el nimero de analitos. La relacién lineal entre las variables

predictoras y la respuesta en la situacién A viene dada por
X, =YK, (6)
pudiendo plantear un modelo anélogo para la situacién B de forma que
X, = YK, = Y (K, + AK) )

donde K, y Kj son las matrices de sensibilidad para todas las muestras en ambas situaciones
y AK es la matriz diferencia. La misma formulacién deberia ser vdlida para los dos
subconjuntos de transferencia,

X\ =YK, (8)

X; = YK, =;’(KA + AK) 9)

a partir de los cuales es posible, resolviendo (8) y (9), estimar AK
AK = Y'(X, - X,) (10)
donde Y* es la matriz pseudoinversa por la derecha de Y. Sustituyendo AK en la ecuacién

(7) y utilizando la ecuacién (6), se estima X; como

%, = X, + YY'(X; - X,) (11)
A partir de XB e Y se puede construir un nuevo modelo de calibrado que permita hacer
estimaciones en la situacién B, utilizando para ello cualquier método de calibracién
multivariante. El resultado de este procedimiento es una estimacién de cémo serfa el modelo
de la situacién B, utilizando los datos obtenidos en la situacién A, que se transforman
previamente de forma adecuada, para construir dicho modelo. El método se muestra de forma

esquemdtica en la Figura I11.2.1.

Cabe destacar que en este método se usa explicitamente la matriz de concentraciones
del subconjunto de transferencia, de donde se infiere la necesidad de conocer las
concentraciones de todos los analitos implicados. Ademads, el método asume que la misma

relacién lineal entre las variables predictoras y la variable respuesta se mantiene en ambas situaciones.
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Modelo A
X, =YK,

_ Transformacién _
X=X, + YY'(X, - X))

Modelo A
X, —— transformado |—— Y
X, = YK,

Figura III.2.1 Representacién esquemdtica del método de
transferencia de calibrado que utiliza el
modelo de calibrado clésico.

I11.2.1.2 Transferencia de calibrado utilizando un modelo de calibrado

inverso

Este método, en lugar de utilizar el modelo de calibrado cldsico, recurre al modelo de

calibrado inverso correspondiente a la ecuacién
y=X,b, (12)
y de forma similar para la situacién B se tiene que
y = Xgbg = Xy(by + AD) (13)

donde b, y by son los coeficientes de regresién para un analito en ambas situaciones, y Ab
es el vector diferencia entre ambos. Ecuaciones andlogas pueden plantearse para un

subconjunto de transferencia
; = X\b, (14)
y = Xpby = Xy(b, + AD) (15)
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donde b, y by son los correspondientes coeficientes de regresién, e y representa el vector

concentracién (u otra propiedad) para ese analito.

Utilizando la ecuacién (12) para calcular b, y combinando las ecuaciones (14) y (15)

para estimar Ab, el coeficiente de regresién de transferencia puede ser estimado mediante

by = (b, + Ab) = b, + (bg - b,) =
e = (16)
=Xy + X" - X,

Este método ofrece directamente como resultado los coeficientes de regresién 55 para
la situacién B (transferencia de modelo real), los cuales permiten predecir la concentracién
u otra propiedad cualquiera para las muestras analizadas en esa situacién. A diferencia de la
transferencia de calibrado que utiliza un modelo cldsico, en este caso tinicamente es necesario
conocer la concentracion del analito de interés. El método puede hacerse extensible a
problemas con mds de un analito simplemente tomando y e ; en forma de matrices y

utilizando una matriz de coeficientes de regresion.

I11.2.1.3 Transferencia de calibrado global (GCT)

El método de transferencia de calibrado global (global calibration transfer, GCT), ha sido
propuesto por Forina y otros [102] para la transferencia de la ecuacién de regresion de un
instrumento a otro en espectroscopia NIR. Este método utiliza la regresién PLS en primer

lugar para relacionar las variables predictoras de las situaciones A y B con la respuesta
y=X,b, (17)
y = Xgby (18)
mientras que para un subconjunto de transferencia dado se tiene
y =X, (19)
; =iab B (20)

A continuacién se establece una relacién entre las variables predictoras
correspondientes a esas dos situaciones, A y B, de nuevo mediante una regresién PLS y a

través de una matriz de transferencia F, es decir,

X, = X,F 21)
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donde F es una matriz cuadrada de dimensiones p x p, siendo p el nimero de variables

predictoras. Esta dltima relacién permite reescribir la ecuacién (19) de modo que
y =X,b, = X;Fb, (22)

y al comparar las ecuaciones (20) y (22) se tiene una estimacién de los coeficientes del

modelo de regresién para la situacién B dada por
by = Fb, (23)

En este procedimiento no se requiere que el nimero de variables predictoras en ambas
situaciones sea el mismo y, por supuesto, es posible utilizar los datos originales o las
puntuaciones correspondientes (scores) obtenidas al transformar las variables originales, por

ejemplo, mediante componentes principales.

II1.2.2 Métodos que transforman las nuevas medidas

En este caso, a los datos analizados en la nueva situacién se les aplica una transformacién tal
que les hace ser equivalentes a haber sido medidos en la situacién inicial, y por tanto las
predicciones pueden obtenerse utilizando el modelo de calibrado antiguo, tal como se muestra
en la Figura II1.2.2. Es decir, se transforman los datos de la nueva situacién de tal manera que

pueda ser aplicado sobre ellos el modelo de calibrado construido con anterioridad.

X,

Transformacién
XT=XTF

X,— ModeloA [— Y

Figura IIL.2.2 Representacién esquemidtica de aquellos
procedimientos de transferencia de calibrado
basados en la correccién de los datos medidos
€n una nueva situacion,
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El modelo de transferencia que se utiliza en la correccién de los datos de la situacién
B estd basado en una pequefia serie de medidas llevadas a cabo en ambas situaciones, a partir
de las cuales se calcula una matriz denominada de transferencia. Estas medidas normalmente
son un subconjunto del conjunto de aprendizaje al que se asigna el nombre de conjunto de

transferencia.

Estos métodos presentan la ventaja de que no es necesario disponer de los valores de
la variable, por lo que también se podrian utilizar muestras patrén para llevar a cabo la

transformacién de los datos.

Dependiendo de cémo se realice el cdlculo de la matriz de transferencia se desarrollan

diferentes métodos de transferencia, los cuales se analizan a continuacién.

I11.2.2.1 Transferencia de calibrado directa (DS)

En la transferencia de calibrado directa, conocida como direct standardization (DS), se
establece una relacién entre las matrices de las variables predictoras medidas en dos
situacionés distintas, A y B, por medio de una matriz de transferencia F, tal y como se indica
en la ecuacién (21). A partir de dicha ecuacién la matriz de transferencia se puede calcular

de acuerdo con la siguiente expresién
F = Xp'X, (24)

donde _5(3* es la pseudoinversa de ;(B, la cual se determina normalmente mediante PCR o
PLS.

Utilizando la matriz de transferencia F, las variables predictoras de una nueva muestra
medida en la situacién B (vector fila x;") pueden ser transformadas al formato esperado para

esa muestra en la situacién A mediante:
2T =x,'F (25)
y entonces las predicciones de los valores de concentracién pueden hacerse utilizando el
modelo original.
Wang y otros [94] destacan el hecho de que la matriz F se calcula partiendo de un
nimero relativamente pequefio de muestras a través de la ecuacién (21) y que esto conduce

a que se produzca una mala estimacién de F. Sugieren calcular la matriz F utilizando en el

procedimiento de transferencia de calibrado las proyecciones de las filas de datos de las
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matrices X,, X, yia sobre un modelo de descomposicién en valores singulares de X,. De
esta manera, los scores obtenidos se utilizan en lugar de las matrices de datos originales para
llevar a cabo la transferencia de calibrado y la posterior calibracién. No obstante, aunque este
procedimiento tiene como resultado una reduccién de las dimensiones del problema y un
filtrado del ruido, también puede conducir a una pérdi&a de informacién, sobre todo si las

primeras componentes de A y B no describen los mismos fenémenos.

El nimero de muestras patrén del conjunto de transferencia ha de ser al menos igual
al rango de la matriz X,, para que éstas sean representativas de todas las dimensiones
relevantes, aunque no es necesario que el nimero de datos de las dos situaciones, A y B, sea

el mismo.

Una desventaja que presenta el procedimiento de transferencia de calibrado directa
(DS) reside en que cada una de las variables transformadas se calcula utilizando todas las
variables predictoras, lo que lleva asociado el riesgo de que se produzca un sobreajuste. La
estimacién de F mediante la ecuacién (24) es problemitica ya que el mimero de variables
predictoras es muy superior al nimero de muestras patrén y, en consecuencia, el cdlculo de
;IB* estd numéricamente mél condicionado. Estas consideraciones han conducido al desarrollo

de un método de transferencia de calibrado directa mediante una aproximacién a trozos.

I11.2.2.2 Transferencia de calibrado directa a trozos (PDS)

La transferencia de calibrado directa a trozos, piecewise direct standardization (PDS), es un
método desarrollado por Wang y otros [94] como una mejora del procedimiento DS descrito
anteriormente. Se basa en establecer una relacién entre un punto experimental de una
situacién determinada con una pequefia regién de variables préximas a ese mismo punto en
otra situaci6n diferente. El método PDS se sirve de una ventana mévil para que cada variable
predictora de la situacién A sea relacionada con las variables predictoras de la situacién B que

se encuentren dentro de dicha ventana, préximas a ella.
La ventana Z, utilizada para la transformacién de la variable x; viene dada por
Z; = (X X ijs1ses Xpiske1s X is) (26)

donde la ventana recorre las variables predictoras desde i-j a i+k, sin ser necesariamente

simétrica alrededor de i. El tamafio 6ptimo de ventana se puede determinar a partir de los
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datos experimentales obtenidos en ambas situaciones, comparando la anchura y la posicién

de los picos.

Cuando exista un desplazamiento de la sefial y una variacién lineal de la respuesta

experimental de una situacién a otra, se tendrd que

LIV AR 5| @7
con i-j £ I < i+k. Para el caso en que [ se encuentre entre dos puntos en los que se produce
una variacién no lineal en la respuesta experimental, esta relacién no se mantendria. Sin

embargo, una regresién multivariante local de la forma
Xy =1L, (28)

puede llevar a cabo la interpolacién y proporcionar una aproximacién razonable a la variacién
no lineal de la respuesta experimental. El que el rango de la matriz Z; sea menor que el rango

de X, da opcién a reducir el nimero de muestras y los problemas de mal condicionamiento.

Cada coeficiente de regresién b, puede ser calculado utilizando algin método de
calibracién multivariante, tal como PCR o PLS. A continuacién, todos los vectores b; de la
regresién se sitian en la diagonal principal de la matriz de transferencia F, y se completa con
ceros el resto de los elementos de la matriz, obteniéndose como resultado una matriz banda

diagonal, tal como se ilustra en la Figura I11.2.3.

Comparado con DS, el método PDS también se basa en el cédlculo de la matriz de
transferencia F, ecuacién (21), pero en este caso se colocan ceros en los elementos de la
matriz que se encuentran fuera de una ventana que se desplaza a lo largo de la diagonal

principal, es decir,
F = diag(®,", b,"...., b;...., b,") (29)

donde p es el nimero de variables predictoras medidas. Para las nuevas muestras la
transformacién se lleva a cabo multiplicando la respuesta experimental por la matriz de
transferencia tal como se indica en la ecuacién (25). Cada variable predictora x; de la
situacién A se obtiene al multiplicar las variables predictoras de una ventana Z; de la

situacién B por la matriz banda diagonal F o matriz de transferencia.

Para algunas de las variables predictoras situadas en los extremos de la sedal
experimental de la situacién A no es factible la construccién de ventanas de determinados
tamafios con los datos de la situacién B y, aunque estas podrian ser estimadas por

extrapolacién, es preferible descartarlas.
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Figura ITL.2.3  Cada variable x, de A resulta de multiplicar las var. de una ventana Z, de B por
la matriz banda diagonal F.

En el trabajo presentado por Wang y otros [94], el método PDS fue el que mejores
resultados proporcioné en comparacién con otros cuatro métodos utilizados para llevar a cabo
la transferencia de calibrado en muestras de gasolina analizadas por NIR con dos

espectrofotémetros diferentes.

Dado que este tipo de andlisis puede ser extrapolable a datos de tipo electroquimico,
este procedimiento de transferencia de calibrado, junto con el método GCT anteriormente
especificado, han sido utilizados en la presente memoria para llevar a cabo transferencias de

calibrado en diferentes determinaciones voltamperométricas multianalito.



III.3 DETERMINACION SIMULTANEA DE Cu, Pb, Cd Y Zn
MEDIANTE POLAROGRAFiIA

Existe un amplio grupo de elementos, denominados metales pesados, que tienen gran
importancia industrial, biolégica y medioambiental [109-111]. Cuando estos elementos se
encuentran presentes en exceso resultan téxicos para los organismos vivos, sin embargo,
algunos de ellos, tales como Co, Cr, Cu, Mn, Mo y Zn resultan esenciales en concentraciones
pequefias pero criticas para un crecimiento normal de plantas y animales, aun cuando son

téxicos a altas concentraciones.

El término "metal pesado’ se utiliza frecuentemente de forma peyorativa, dando énfasis
al aspecto contaminante y téxico, mds que como un nombre general para un grupo de
elementos de considerable importancia econémica y medioambiental. Los metales pesados que
suscitan gran interés por su relacién con la salud, la agricultura y el medio ambiente son As,
Cd, Hg, Pb, Tl y U. Por otro lado, se encuentran aquellos denominados 'metales pesados
esenciales’ o 'micronutrientes’ que, en cantidades muy pequeifias, forman parte de procesos
metabdlicos fundamentales en animales y plantas. Dentro de este tltimo grupo se consideran
incluidos Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni, B, Na y CL

Las técnicas instrumentales requeridas para llevar a cabo el andlisis de estos elementos
pueden clasificarse, de forma global, en métodos que permiten la determinacién de un tnico
analito por medida, como es el caso de la espectroscopia de absorcién atémica (AAS), o
métodos para la determinacién simultdnea de varios analitos, como la espectroscopia de

emisién con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), la espectroscopia de rayos X, etc.

Para realizar un anélisis determinado, en la eleccién de uno u otro método se debe
tener en consideracién, adem4s del factor indicado, otros como la sensibilidad, la selectividad,
la precisién y la exactitud del mismo. Asi mismo, seria ventajoso que el método en su
totalidad pudiera ser ficilmente automatizado, que fuera susceptible de ser utilizado en

medidas de campo (para andlisis medioambiental,...), aplicable a un amplio rango de
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sustancias, etc. No obstante, en la seleccién del método pueden prevalecer los costes relativos

(principalmente instrumentales) de las técnicas utilizadas.

Los métodos electroquimicos satisfacen completamente los requisitos sefialados
previamente, destacando principalmente por los bajos costes del instrumental necesario para
su puesta a punto, asi como por su alta sensibilidad y los bajos limites de deteccién que
permiten alcanzar. Por todo ello, estos métodos son ampliamente utilizados en diferentes
campos [112-115], tales como aplicaciones industriales, medioambientales, clinicas,
farmacéuticas, etc. Diversas técnicas electroquimicas son aplicadas de forma rutinaria en la
determinacién de metales pesados [116-119], siendo posible a través de éstas incluso la

especiacién de los mismos [120].

Cuando las concentraciones de estos metales se encuentran por encima de 1 ppm, éstos
pueden ser determinados utilizando alguno de los diversos métodos polarograficos disponibles
en la actualidad. Entre las técnicas polarogréficas, una de las mds utilizadas es la polarografia
diferencial de impulsos [121], ya que ofrece una alta discriminacién de la corriente de carga

y presenta una mejora en la relacién sefial-ruido.

Esta dltima técnica electroquimica ha sido la utilizada para llevar a cabo la
determinacién simultdnea de cobre, plomo, cadmio y zinc en muestras acuosas. En el citado
andlisis se han desarrollado modelos de calibrado multivariante PLS, que posteriormente han
sido transferidos a lo largo del tiempo, utilizdindose para ello dos procedimientos de
transferencia de calibrado distintos, los métodos PDS y GCT anteriormente sefialados.

I11.3.1 Experimental

Reactivos

Los reactivos empleados en el andlisis (calidad p.a.) fueron utilizados sin purificaciones
posteriores. Las disoluciones patrén fueron preparadas utilizando agua desionizada obtenida
mediante un sistema Barnstead NANO Pure II. Para eliminar el oxigeno disuelto en las
disoluciones se utilizé6 nitrégeno (99.997%) como gas inerte. El electrélito soporte, que
presentaba un valor de pH igual a 4.335, estaba constituido por una disolucién tampén de
dcido acético 2 M e hidréxido aménico 1 M.
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Instrumental

Las medidas polarogréficas fueron realizadas utilizando un procesador Metrohm 646 VA y
una unidad 647 VA, combinados con un electrodo multimodo Metrohm (MME) en el modo
electrodo de gota de mercurio estética (static mercury drop electrode, SMDE). El sistema de
tres electrodos se completé mediante un electrodo auxiliar de platino y un electrodo de
referencia Ag/AgClU/KCl (3M).

Los andlisis de datos fueron realizados utilizando los programas PARVUS [57],
STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59]. Todos los célculos fueron llevados a cabo en un

ordenador con microprocesador 486/66.

Procedimiento experimental

Las medidas polarogrificas fueron obtenidas mediante el procedimiento siguiente. La
disolucién fue introducida en una celda polarogréfica y desoxigenada burbujeando nitrégeno
durante 10 minutos. Una vez que la disolucién habia sido desoxigenada, se registr6 un
polarograma en un rango de potenciales desde 0.095 V hasta -1.117 V. Tras cada adicién, la
solucién fue agitada y desoxigenada de nuevo durante 15 s. Todos los resultados presentados
fueron obtenidos mediante polarografia diferencial de impulsos, tomando los pardmetros
experimentales los siguientes valores: amplitud del impulso -50 mV, tiempo de vida de la gota
0.6 s., drea del electrodo 0.40 mm’ y velocidad de barrido -10 mV s™.

II1.3.2 Diseno del experimento

Las técnicas electroanaliticas son de uso comiin cuando se trata de determinar varios analitos
en una misma muestra, siendo variable el nimero de experiencias necesarias para llevar a
cabo un calibrado multicomponente. Si el nimero de muestras patrén que constituyen el
calibrado es elevado, esto lleva asociado un tiempo considerable en la realizacién de la
experiencia. A este respecto, debe de evaluarse el tiempo necesario para preparar las propias
muestras, para la limpieza de la celda electroquimica y del material para cada nueva
disolucién, el tiempo de desoxigenacién de la disolucién y el tiempo de barrido, etc. Esto

hace necesaria una herramienta que permita optimizar tanto el nimero de experiencias a
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realizar, como el orden en que éstas deben sucederse para que la informacién que se pueda
extraer posteriormente a partir de la sefial analitica registrada sea lo mds amplia y 1til posible,

habiendo realizado un esfuerzo experimental razonable.

Por ello, se ha optado por utilizar un experimento disefiado en el que las muestras del
calibrado se distribuyen dependiendo de la concentracién de cada uno de los analitos segiin
un disefio en el que se intentan aprovechar las buenas cualidades de un disefio central
compuesto [122, 123], tal y como se refleja en la Tabla II1.3.1. La primera columna de dicha
tabla indica el nimero asignado a cada muestra, mientras que en la segunda aparecen
marcadas con un simbolo comtin aquellas muestras que resultaron de realizar adiciones sobre

una unica disolucién inicial que se tomé como blanco.

La preparacién de las muestras se realizé considerando el nimero minimo posible de
disoluciones de partida, y la obtencién del resto de soluciones se llevé a cabo mediante la
adicién de las disoluciones patrén correspondientes. Este aspecto se tuvo en consideracién ya
que suponia reducir considerablemente el tiempo de experimentacidn, teniendo en cuenta que
cada disolucién de partida necesita 10 minutos de desoxigenacién ademds del tiempo de

limpieza y secado del material y de la celda electroquimica.

La distribucién en el espacio de los puntos experimentales del disefio central
compuesto se muestra en la Figura II1.3.1, en la cual aparecen representados inicamente tres
de los cuatro analitos. El conjunto de todos los puntos experimentales representa un hipercubo
de cuatro dimensiones, en el que cada par de caras paralelas es atravesado por un eje
perpendicular a ellas sobre el que se encuentran situados cinco puntos experimentales
igualmente espaciados. Este disefio cubre de una forma bastante completa el recinto
experimental formado por las concentraciones de los cuatro analitos considerados, de hecho,

se recorren cinco niveles de concentracién diferentes para cada uno de los analitos.

Un disefio se denomina central compuesto cuando se obtiene como resultado de la
yuxtaposicién de un disefio factorial (en este caso un disefio 2*) con otros dos niveles mds por
eje y un punto central. El punto central del disefio es habitualmente replicado, concretamente
se dispone de cuatro réplicas del mismo, para estimar el error experimental puro. En este
andlisis no se ha utilizado un disefio cl4sico central compuesto, ni ortogonal rotable, sino que
se han adicionado siempre cantidades proporcionales de los reactivos, segin el disefio
indicado, con la finalidad de facilitar la automatizacién del procedimiento experimental

(adicién de los reactivos desde una bureta automatica).
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Tabla ITI3.1 Disefio experimental utilizado en los calibrados A y B. Los simbolos de la segunda
columna sefialan la relacién de las muestras con las disoluciones iniciales utilizadas.

Diseifio experimental

Concentraciones (pM)

Muestra
Cobre Plomo Cadmio Zinc Cobre  Plomo Cadmio  Zinc
1 2 2 2 2 3.876 3.876 6.077 3.876
2 2 2 2 4 3.846 3.846 6.030 7.692
6 a 2 2 4 2 3.846 3.846  12.060 3.846
3 x 2 2 4 4 3.817 3.817 11.968  7.634
9 - 2 4 2 2 3.846 7.692 6.030 3.846
10 2 4 2 4 3.817 7.634 5.984 7.634
T a 2 4 4 2 3.817 7.634 11.968  3.817
4 x 2 4 4 4 3.788 7.576 11.877 7.576
12 o 4 2 2 2 7.692 3.846 6.030 3.846
13 o 4 2 2 4 7.634 3.817 5.984 7.634
15 w 4 2 4 2 7.634 3817 11968  3.817
14 o 4 2 4 4 7.576 3.788 11877 7.576
16 - 4 4 2 2 7.634 7.634 5.984 3.817
11 4 4 2 4 7.576 1.576 5.939 7.576
8 a 4 4 4 2 7.576 7.576 11.877 3.788
5 x 4 4 4 4 7519 7519 11788  7.519
17 ¥ 1 3 3 3 1.923 5.796 9.045 5.796
18 v 2 3 3 3 3.831 5.747 9.010 5.747
19 ~ 3 3 3 3 5.725 5.725 8.976 5.725
20 - 4 3 3 3 7.605 5.703 8.942 5.703
21 v 5 3 3 3 9.470 5.682 8.908 5.682
22 O 3 1 3 3 5.796 1.923 9.045 5.796
23 O 3 2 3 3 5.747 3.831 9.010 5.747
24 O 3 3 3 3 5.725 5.725 8.976 5.725
25 O 3 4 3 3 5.703 7.605 8.942 5.703
26 O 3 5 3 3 5.682 9.470 8.908 5.682
27 3 3 1 3 5.796 5.796 3.015 5.796
28 o 3 3 2 3 5.747 5.747 6.007 5.747
29 3 3 3 3 8:723 5.725 8.976 5.725
30 » 3 3 4 3 5.703 5.703 11.922 5.703
31 - 3 3 5 3 5.682 5.682 14847  5.682
322V 3 3 3 1 5.796 5.796 9.045 1.923
33 V 3 3 3 2 5.747 5.747 9.010 3.831
34 V 3 3 3 3 5.725 5.725 8.976 5.725
35 V 3 3 3 4 5.703 5.703 8.942 7.605
36 V 3 3 3 5 5.682 5.682 8.908 9.470
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Figura IIL3.1  Disefio experimental en un espacio de tres factores.
Unicamente aparecen representados tres de los cuatro
analitos que constituyen los disefios A y B.

Siguiendo este disefio se han realizado dos calibrados completos en diferentes dias, con
la finalidad de analizar la variabilidad existente entre ambos debido al efecto tiempo y a
continuacién llevar a cabo una transferencia de calibrado. Se dispone de dos conjuntos de
datos, el calibrado A (realizado en primer lugar) y el calibrado B (realizado dias después),
cuyos polarogramas se muestran en las Figuras II1.3.2a-j y III.3.3a-j respectivamente. Cada
una de las figuras consta de diez grdficas que se corresponden con las diez soluciones
iniciales (blancos experimentales) utilizadas en cada uno de los calibrados, sobre las que se

han realizado distintas adiciones de cada analito segiin el disefio del experimento.

Comparando las graficas que componen ambas figuras se observa que existen multitud
de similitudes entre los polarogramas que corresponden a cada uno de los calibrados, pero que
éstos no son idénticos. Esto confirma la hipétesis de que un mismo instrumento puede
proporcionar respuestas experimentales mas o menos distintas ante muestras iguales. Ademds
de la variabilidad debida al propio instrumento, también se estdn recogiendo las eventuales

variaciones existentes en las condiciones experimentales, las posibles diferencias entre las
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Figura III.3.2a Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla IIL.3.1.
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Figura ITL3.2b Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla ITL.3.1.
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Figura IIL3.2c Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura II1.3.2d Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura II1.3.2e Poldrogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla ITL.3.1.
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Figura IIL.3.2f Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla ITL3.1.
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Figura IIL3.2g Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura II1.3.2h Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla IT1.3.1.
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Figura IIL3.2i Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla ITL.3.1.
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Figura II1.3.2j Polarogramas del calibrado A correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura II1.3.3a Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla IT1.3.1.
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Figura II1.3.3b Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura IIL3.3c Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla [11.3.1.
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Figura IIL.3.3d Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla IT1.3.1.
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Figura II1.3.3e Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla ITL.3.1.
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Figura III.3.3f Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla II1.3.1.
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Figura IT1.3.3g Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla II1.3.1.
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Figura II1.3.3h Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla I11.3.1.
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Figura II1.3.3j Polarogramas del calibrado B correspondientes a las muestras especificadas en la Tabla IT1.3.1.
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propias muestras, etc., por lo que si se lleva a cabo un procedimiento de transferencia de

calibrado todas estas fuentes de variabilidad se habrdn tenido en cuenta.

En los polarogramas registrados aparecen cuatro picos bien definidos, que se
corresponden con cobre (-0.013 V), plomo (-0.439 V), cadmio (-0.595 V) y zinc (-1.009 V).
Observando las adiciones realizadas sobre las distintas muestras se puede concluir que el pico
correspondiente al cobre disminuye cuando se adiciona zinc, y el correspondiente al zinc
disminuye cuando se adiciona cobre. También se advierte una disminucién de los picos de
cobre y zinc cuando se adiciona cadmio, aunque menos acusada que la anterior. No obstante,
estos fenémenos podrian asociarse con la pequefia dilucién que supone cada una de las

adiciones realizadas.

II1.3.3 Analisis univariante

Para realizar este estudio se ha utilizando una regresién univariante por minimos cuadrados,
en la que'sc han considerado las intensidades de pico del calibrado A (a las que se ha restado
el blanco experimental) frente a la concentracién de cada analito. Esta metodologia requiere
un andlisis de regresién independiente para cada uno de los metales, el que cual se anotardn

los valores de la intensidad de pico del analito de interés a distintos niveles de concentracién

del mismo.

Al utilizar el procedimiento univariante, basado en la modificacién de la concentracién
de uno de los analitos mientras se mantiene la de los demds constante, se ha tomado para el
calibrado de cobre la intensidad del primer pico (muestras 17, 18, 19, 20 y 21), para el de
plomo la del segundo pico (muestras 22, 23, 24, 25, y 26), para el de cadmio la del tercer
pico (muestras 27, 28, 29, 30 y 31), y para el de zinc la del dltimo pico (muestras 32, 33, 34,
35 y 36). La numeracién de las distintas muestras se corresponde con la que aparece recogida
en la Tabla II1.3.1. Estos datos son los mismos que se utilizardn posteriormente para llevar

a cabo la transferencia de calibrado multivariante.

Los resultados de este andlisis de regresion se muestran en la Tabla I11.3.2, en la cual
puede observarse que tanto para el plomo como para el cadmio los coeficientes de correlacién

son muy altos, mientras que los correspondientes a cobre y zinc son menores. Aunque para
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estos dos ultimos analitos los citados coeficientes indican que el ajuste no es malo, se debe
concluir lo contrario al tener en cuenta lo amplios que son los intervalos de confianza tanto
para la pendiente como para el término independiente en todos los casos. Esta conclusién se
reafirma considerando el valor de la desviacidn estdndar de la regresion, S,,, que también es
elevado, del orden de seis veces mayor, para cobre y zinc. De hecho, no hay que olvidar que
en el calibrado se han utilizado inicamente cinco muestras, y que por tanto cabe esperar que,
con tan pocos puntos, los coeficientes de regresion puedan tener valores elevados aun cuando

el ajuste no sea muy bueno.

Tabla III.3.2 Resultados del anélisis de regresién por minimos cuadrados llevado a cabo
para cada analito.

Regresién Cobre Plomo Cadmio Zinc

Pendiente 789 +1.05 9.87x0.17 1044 £0.11 4.11 +0.63

Término independiente 15.08 £ 6.61 1.73 £ 1.09 0.93 £ 1.09 14.11 + 4.96
R’ 0.9931 0.9999 1.0000 0.9908

ajustado

S 1.97 0.32 0.32 1.18

¥X

Para tener un término de comparacién de la capacidad de prediccién de los modelos
univariantes que es posible construir se ha aplicado un método cldsico de adicién estdndar
utilizando las intensidades de pico del calibrado B (el mismo que se ha seleccionado en los
siguientes apartados para evaluar la capacidad de prediccién de los modelos multivariantes
de andlisis y de los procedimientos de transferencia de calibrado) y se ha determinado la
concentracién de las muestras 18, 23, 28 y 33 del disefio experimental de la Tabla ITI.3.1. Lo
cual significa que se ha determinado la concentracién de cobre en la muestra 18, la de plomo
en la muestra 23, la de cadmio en la muestra 28, y la de zinc en la muestra 33. Dichas
muestras han sido consideradas muestras problema (en los tratamientos multivariantes
siguientes también han sido tomadas como muestras test) sobre las cuales se han realizado
adiciones del analito de interés (las muestras marcadas en la Tabla II1.3.1 con 3,4y Senel
analito de interés y 3 en los restantes).

Los resultados del procedimiento de adicién estdndar se recogen en la Tabla III1.3.3,

asi como las concentraciones calculadas para cada analito y los errores relativos

correspondientes. Se observa que los errores obtenidos en el célculo de las concentraciones
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de las muestras problema son aceptables en el caso de plomo y cadmio, mientras que, para
cobre y zinc son del orden del 40%. El hecho de que de nuevo sean el cobre y el zinc los
analitos que proporcionen peores resultados es atribuible a la existencia de algin tipo de
interferencia que afecta a la calidad de la sefial analitica y a la propia determinacién. Como
consecuencia de ello, el andlisis univariante se muestra insuficiente para resolver este
problema y, por tanto, parece adecuado intentar abordarlo utilizando una metodologia

multivariante que tenga en cuenta las relaciones entre los analitos implicados.

Tabla III.3.3 Resultados del procedimiento de adicién estdndar univariante realizado con
los datos del calibrado B.

Regresion Cobre Plomo Cadmio Zinc

Pendiente 8.56 10.36 10.35 4.62
Término independiente 4891 39.57 64.19 24.80
AN 0.9761 1.0000  0.9993  0.9981
Se 4.26 0.12 1.02 0.49
Nimero de muestra 18 23 28 33
Concentracién calculada (uM) 5.7142 48195  6.1053  5.3680
Error relativo (%) 49.15 -0.30 1.64 40.12

I11.3.4 Analisis multivariante

Debido a la existencia de algunas interferencias entre los analitos no es adecuada la
utilizacién de la regresion lineal multiple [12, 124]. Es preferible disponer de una técnica de
regresién que sea capaz de modelar este tipo de fenémenos y que, al mismo tiempo, obvie
el problema que necesariamente van a causar las altas correlaciones y colinealidades
existentes en la matriz de las variables predictoras, es decir, la matriz de intensidades. Por
ello, se ha optado por usar una técnica de regresién multivariante como PLS ya que,
utilizando el polarograma completo es posible incluir en el calibrado la informacién relativa

a las relaciones que puedan existir entre los distintos analitos. Se trata de una calibraci6n
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multivariante indirecta, en el sentido de hacer adiciones de cada uno de los analitos, y de
utilizar todo el polarograma, sin necesidad de seleccionar sensores especificos, para incluir

las relaciones internas antes aludidas.

I11.3.4.1 Construccion y evaluacion de modelos PLS

Construccién de los modelos PLS

El método de regresion multivariante PLS se ha aplicado a los dos calibrados
multicomponentes cuyos polarogramas se muestran en las Figuras III.3.2a-j y III.3.3a-j, el
calibrado A y el calibrado B. Como variable respuesta se ha considerado la concentracién de
uno de los cuatro analitos, mientras que las variables predictoras han sido las intensidades
registradas en los diferentes polarogramas, a los que se ha restado previamente el
correspondiente blanco experimental. De cada polarograma se han digitalizado las intensidades
registradas a 203 potenciales, igualmente espaciados, entre 0.095 V y -1.117 V. En
consecuencia, la matriz de datos original, tanto en el calibrado A como en el B, consta de 36
objetos (cada una de las muestras de calibrado que aparecen en la Tabla I11.3.1) y de 203

variables predictoras (la intensidad medida a cada potencial).

De las 36 muestras que constituyen cada uno de los calibrados, se han considerado
como objetos del conjunto test (no han intervenido en ningiin momento en la construccién de
los modelos PLS) las anotadas en la Tabla IT1.3.1 con los nimeros de muestra siguientes: 18,
20, 23, 25, 28, 30, 33 y 35. Estas muestras se corresponden con los puntos centrales de las
caras del hipercubo que resulta al representar en el espacio experimental las concentraciones
del disefio del experimento (reducido a tres dimensiones en la III.3.1), y se utilizan para
evaluar la capacidad de prediccién de los modelos de regresién PLS construidos para cada
calibrado. Las muestras restantes, un total de 28, constituyen el conjunto de aprendizaje

(training set) con el que se construye cada uno de los modelos PLS.

La regresién PLS se ha llevado a cabo sobre los datos originales (sin autoescalar) para
cada analito de forma independiente, utilizando el método de validacién cruzada [22, 23] con
tres grupos de cancelacién. Esto supone, que para cada uno de los dos calibrados, se dispone
de cuatro modelos PLS, uno por analito (cobre, plomo, cadmio y zinc), los cuales se van a

analizar de forma independiente.
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Evaluacion de los modelos PLS

Del anilisis de los modelos PLS construidos con los 28 datos del conjunto de aprendizaje del
calibrado A (del cual se han considerado como objetos test los indicados anteriormente)
resultan los porcentajes de varianza explicada que se resumen en la Tabla II1.3.4. En la misma
se observa que, como cabia esperar, los porcentajes de varianza explicada en el bloque Y
(concentracién) aumentan a medida que se incluyen nuevas variables latentes en el modelo,
mientras que la varianza en prediccién disminuye cuando se incorporan al mismo variables
latentes que podrian no estar relacionadas con la respuesta, sino estar explicando dnicamente
varianza en el bloque X (variables predictoras) o incluso estar ligadas a muestras u objetos
concretos. En base a este criterio, que considera que el nimero de variables latentes éptimo
es aquel que conduce a un valor de la varianza explicada en prediccién mayor, se han
seleccionado los modelos construidos con cinco variables latentes para cobre y zinc, y con

cuatro variables latentes para plomo y cadmio.

En todos los casos se trata de modelos con buena capacidad de prediccién y muy
estables, ya que los porcentajes de varianza explicada alcanzados, tanto en evaluacién como

en prediccién, son elevados y se encuentran muy préximos unos de otros.

Cabe destacar el hecho de que se ha mejorado la calidad de las determinaciones (hasta
cierto punto serian comparables los porcentajes de varianza explicada por la regresién
multivariante con los coeficientes de determinacién, R%,.q, del andlisis univariante de la
Tabla III.3.2), sobre todo en lo que se refiere a la estimacién en prediccion de la

concentracién, ya que los valores de varianza en prediccién son elevados en todos los casos.

Otro modo de evaluar la capacidad real de prediccién de estos modelos, ademds de
a través de su varianza en prediccién (calculada mediante validacién cruzada), consiste en
aplicar los modelos a muestras test, que no intervinieron en su construccién, y en evaluar la
calidad de la prediccién llevada a cabo. En la Tabla III.3.5 se muestran los errores relativos
correspondientes a las muestras del conjunto test del calibrado A. En la misma destaca el
hecho de que, en 27 de los 32 valores de concentracién calculados, el error relativo se
encuentran por debajo del 3%, mientras que los restantes quedan muy lejos de los valores de

error proporcionados por la regresién univariante (cercanos al 40%).

En un andlisis similar llevado a cabo para el calibrado B, asignando los mismos
objetos al conjunto de aprendizaje y al conjunto test que en el calibrado anterior, se obtienen

resultados perfectamente comparables. Los porcentajes de varianza explicada por los modelos
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Tabla I11.3.4 Evolucién de los porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes
(V.L.) seleccionadas para los modelos construidos para cada analito en el calibrado A.

Cobre Plomo

V. L Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 17.66 19.64 76.29 475 - 76.29
2 74.68 74.93 82.86 92.72 88.23 81.09
3 87.84 86.44 88.32 99.35 99.19 89.77
4 98.44 98.60 92.07 99.83 99.77 93.44
5 99.66 99.55 96.84 99.84 99.76 95.99
6 99.72 99.53 97.53 99.89 99.80 97.46
7 99.89 99.52 97.63 99.96 99.83 97.67
8 99.95 99.58 97.68 99.98 99.86 97.85

Cadmio Zinc

V. L Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 59.38 59.28 76.29 - - 76.29
2 99.70 99.35 83.48 51.10 45.85 79.81
3 99.77 99.72 89.36 90.18 90.62 84.97
4 99.79 99.73 93.34 95.37 97.13 92.40
5 99.84 99.64 94.90 99.14 99.11 96.84
6 99.87 99.68 97.42 99.34 98.94 97.34
7 99.93 99.77 97.78 99.51 98.89 97.75

8

99.96 99.76 97.89 99.69 98.60 97.88

de regresién PLS construidos para este segundo calibrado se encuentran recogidos en la Tabla
I11.3.6, y son del mismo orden que los correspondientes al calibrado A, Tabla I11.3.4, aunque
en este caso es necesario mayor nimero de variables latentes para alcanzar dichos valores.
En concreto, serfa necesario tomar 8 variables latentes en los modelos construidos para cobre

y plomo (los porcentajes de varianza en prediccién correspondientes a la novena variable
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Tabla III.3.5 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras test por los modelos PLS del calibrado A.

Sifiners Analito
de muestra Cobre  Plomo Cadmio  Zinc
18 0.52 0.87 2.22 -2.26

20 -1.71 0.18 -0.34 -1.58

23 -1.39 -11.75 222 12.87

25 -0.18 -0.26 2.24 0.53

28 -1.22 0.35 -1.33 -0.70

30 -0.53 1.23 0.00 2.81

33 -4.52 7.83 2.99 -5.22

35 0.70 2.28 1.23 1.97

latente son 99.35% y 99.52% respectivamente), mientras que bastarian cinco para el modelo

correspondiente al cadmio y seis para el del zinc.

Este hecho muestra la existencia de una variabilidad en la respuesta experimental a
lo largo del tiempo, que puede deberse tanto al instrumento en si mismo como a las propias
muestras, y que aparece reflejada en las diferentes estructuras latentes de los modelos
construidos para ambos calibrados. La estructura interna del conjunto de calibracién cambia
de un dfa a otro, lo cual muestra la imposibilidad de utilizar el modelo de calibrado
construido un dfa con los datos obtenidos utilizando el mismo instrumento una vez que ha

transcurrido un cierto tiempo.

Por otro lado, en lo que respecta a los valores de los errores relativos, tampoco existen
diferencias apreciables entre los datos correspondientes al calibrado B, Tabla I11.3.7, y los
obtenidos para el calibrado A, Tabla III.3.5. Los porcentajes de error son del mismo orden
que los anteriores aunque, en este caso, para determinarlos se han considerando los valores
de concentracién calculados mediante los modelos de regresién construidos con el niimero de

variables latentes sefialado anteriormente para este segundo calibrado.

Debe recordarse ademds que los errores relativos obtenidos al calcular las
concentraciones en el calibrado B mediante un anélisis univariante, Tabla II1.3.3, eran 49.15,

0.30, 1.64 y 40.12% para cobre, plomo, cadmio y zinc respectivamente. Estos errores tan
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Tabla I11.3.6 Evolucién de los porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes
(V.L.) seleccionadas para los modelos construidos para cada analito en el calibrado B.

Cobre Plomo

VL Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 8.88 10.78 75.55 12.38 2.20 75.55
2 69.06 69.35 82.03 86.77 80.03 81.68
3 88.16 85.30 87.86 98.65 98.45 89.01
4 96.33 95.70 92.43 98.82 98.64 93.51
5 99.43 99.16 96.89 98.96 98.71 95.46
6 99.52 99.30 98.33 99.05 98.92 98.32
7 99.78 99.41 98.44 99.78 99.53 98.41
8 99.87 99.45 98.55 99.90 99.54 98.51

Cadmio Zinc

VL Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 59.43 59.79 75.55 - - 75.55
2 99.55 99.13 83.35 41.72 40.64 80.75
3 99.56 99.50 85.98 85.74 77.15 85.43
4 99.56 99.46 91.14 97.36 94.23 87.58
5 99.55 99.51 96.35 99.36 98.73 96.89
6 99.57 99.50 98.31 99.42 99.19 98.32
7 99.86 99.49 98.37 99.71 99.12 98.44
8 99.91 99.38 98.42 99.85 99.06 98.53

elevados fueron atribuidos a la existencia de interferencias en el andlisis. Sin embargo, en los
valores de la Tabla I11.3.7 se observa que no existen diferencias entre los porcentajes de error
relativo de unos metales y otros, de lo cual se deduce que las regresiones multivariantes PLS

llevadas a cabo son capaces de modelar perfectamente ese fenémeno.
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Tabla II1.3.7 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras test por los modelos PLS del calibrado B.

Niimero Analito
de muestrta  Cobre  Plomo Cadmio  Zinc
18 548 1218 211  -1.74
20 210 193 045  3.68
23 122 078  -355  -4.00
25 211 039  -369  -439
28 000 017 216 0.2
30 088 105 168  1.93
33 296 209 277 183
35 211 140 436 118

I11.3.4.2 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento PDS

Una vez construidos y analizados los modelos de regresién, tanto del calibrado A como del
calibrado B, se ha visto la necesidad de realizar un procedimiento de transferencia de
calibrado para evaluar y modelar la variabilidad existente con el tiempo entre los modelos de
ambos calibrados. Se ha llevado a cabo la transferencia del calibrado A (considerado éste
como situacion patrén) al calibrado B (situacién satélite), lo cual supone una transferencia de
calibrado a lo largo del tiempo. La finalidad de dicha transferencia de calibrado es una
disminucién del esfuerzo experimental que serd necesario en calibrados posteriores, a través
de una reduccién del nimero de muestras necesarias para calibrar la obtenidas en la situacién
satélite. Por esta razon, se han utilizado diferentes combinaciones de algunas de las muestras
de ambos calibrados para calcular la matriz de transferencia, evaludndose los- resultados

obtenidos en cada caso.

Para realizar la transferencia de calibrado entre ambos conjuntos de datos se han
utilizado dos de los procedimientos de transferencia especificados en el capitulo anterior. En
primer lugar se va a utilizar el procedimiento de transferencia PDS, y a continuacién se

llevard a cabo una transferencia de calibrado andloga mediante el procedimiento GCT.
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Funcién "pdsgen”

En este caso, para llevar a cabo este procedimiento de transferencia de calibrado se ha
utilizado una funcién (m-function) implementada a tal efecto por Wise [125] en el PLS
Toolbox de MATLAB [59]. Se trata de una funcién denominada "pdsgen", sirve para
transferir un modelo de calibrado, obtenido en una situacién determinada, a un conjunto de
datos correspondientes a otra situacién diferente, mediante el procedimiento de transferencia
de calibrado directa a trozos (PDS), detallado anteriormente, y que se basa en el
procedimiento descrito en las referencias [94] y [96]. Esta funcién estd programada, en
principio, para la estandarizacién de instrumentos de espectroscopia, pero su uso no se ve
limitado en absoluto a datos de tipo espectroscopico, sino que puede ser utilizada con datos

analiticos de diversa procedencia.

En general, el formato de entrada/salida de la funcién "pdsgen" es el que se especifica

a continuacién:

[standmat, subset] = pdsgen(specl, spec2,window, nosamps)
donde los pardmetros de entrada que aparecen implicados son las dos matrices de datos, spec!
y spec2, y el nimero de potenciales que determinan la anchura de la ventana seleccionada
para el cdlculo de la matriz de transferencia, que viene dado por el pardmetro window. El
tltimo es un pardmetro opcional, nosamps, que puede ser o bien un escalar que indique el
nimero de muestras a utilizar en el subconjunto de transferencia (en cuyo caso las muestras
son seleccionadas por el programa de forma aleatoria), o bien un vector fila que especifique
los indices de las muestras que van a ser empleadas en el cdlculo de la matriz de
transferencia. Es necesario que las muestras se encuentren en el mismo orden en las dos
matrices que contienen las sefiales experimentales, al tiempo que, la situacién en que se
obtuvieron los datos de la primera matriz, specl, es considerada como la situacién patrén
cuyo modelo de calibrado se transfiere a la situacién definida por los datos de la matriz

segunda, spec2, considerada situacién satélite.

El formato de salida de la funcién incluye el pardmetro standmat, que especifica el
nombre dado a la matriz de transferencia que se calcula, y subset, que es un vector que indica
los indices de las muestras que forman el conjunto de transferencia, es decir, aquellas
muestras utilizadas para realizar la transferencia de calibrado, y que es importante cuando

éstas se han elegido aleatoriamente.
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Una vez que se ha calculado la matriz de transferencia, multiplicando ésta por una
respuesta observada en la situacion satélite, como se indica en la ecuacién (23), es posible

obtener una estimacién de cémo hubiera sido esa respuesta en la situacién patrén

speclest = spec2*standmat
donde la matriz speclest es la sefial experimental corregida de la obtenida en la situacién

satélite.

A esta senal corregida se aplica el modelo de calibrado construido en la situacién
patron para predecir los valores de concentracién de las muestras problema medidas en la
nueva situacién. En el caso de que los modelos construidos con los datos de la situacién
patrén sean modelos de regresién PLS, basta multiplicar spec/est por la férmula cerrada de
dichos modelos. Para calcular los valores de concentracién se utilizan estos coeficientes, los

cuales acomparfian a las variables predictoras en la estimacién de la respuesta.

Aplicacién de la funcién "pdsgen”

Como ya se ha indicado, se pretende llevar a cabo la transferencia de calibrado de la situacién
A a la situacién B, de forma que sea posible utilizar el modelo PLS construido con los datos
del calibrado A para predecir la concentracion de las muestras del calibrado B. Ademds, en
este procedimiento cabe la posibilidad de que el nimero de muestras del. subconjunto de
transferencia sea menor que el del conjunto de datos completo, lo cual ofrece la opcién de
no tener que completar todo el disefio del experimento para el nuevo calibrado, si no que sea
suficiente con un minimo nimero de muestras indispensables para transferir el modelo de

calibrado de la situacién patrén.

Por ello, se han llevado a cabo transferencias de calibrado utilizando distintos
conjuntos de transferencia y diferentes anchuras de ventana para estudiar el efecto de estos
dos pardmetros sobre los valores de concentracién predichos, buscando aquellos que conlleven
un esfuerzo experimental razonable e informacién suficiente para poder realizar la

transferencia de calibrado de forma adecuada.

El primer paso de este procedimiento de transferencia de calibrado consiste en la
estimacién del valor de la matriz de transferencia que relaciona las variables predictoras de
ambas situaciones. Para calcular dicha matriz se ha utilizado la funcién "pdsgen”, definida

anteriormente, introduciendo los siguientes pardmetros:

[F,sub] = pdsgen(A,B,w,no)
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cuyo significado se especifica a continuacién:

A: Matriz que contiene los polarogramas utilizados en la construccién del modelo PLS
del calibrado A, es decir, las sefiales experimentales de la situacién A. Consta de 36
filas (un polarograma por cada una de las muestras de la Tabla II1.3.1) y de 203
columnas (los potenciales que se han digitalizado en cada polarograma). La matriz A

contiene los datos del calibrado que se desea transferir.

B: Matriz que contiene los polarogramas utilizados en la construccién del modelo PLS
del calibrado B. Es del mismo tamafio que la matriz A, y tanto las filas como las
columnas se encuentran en el mismo orden que en esta tultima matriz. La matriz B

contiene los datos a los que se desea transmitir el modelo de regresién del calibrado
A.

w: Escalar que especifica el mimero de potenciales incluidos en la ventana mévil que se
utiliza en el cédlculo de la matriz de transferencia. En las transferencias de calibrado
realizadas con distintos conjuntos de transferencia se han tomado para este pardmetro

los siguientes valores: 3, 5, 7,9, 11 y 13.

no:  Vector fila en el que se especifican los indices de las muestras de ambas matrices que
se utilizan en la transferencia de calibrado. Estos indices se corresponden con el
nimero de muestra que aparece en la Tabla III.3.1, y sefialan las muestras
seleccionadas para formar parte de los diferentes conjuntos de transferencia de acuerdo
con lo especificado en la Tabla II1.3.8. Las dimensiones del vector no son 1 x d,
donde 4 varia dependiendo del nimero de muestras utilizadas para llevar a cabo la

transferencia.

Como resultado de aplicar esta funcién se tienen las siguientes matrices: la matriz de
transferencia (F) y un vector fila, sub, en el que se especifican los indices de las muestras que
han intervenido en la transferencia de calibrado. La matriz de transferencia es una matriz
banda diagonal, de dimensiones 203 x 203, que es diferente para cada par de valores de los

pardmetros no y w introducidos, mientras que el vector sub coincide en cada caso con no.

Para realizar cada una de las transferencias de calibrado los conjuntos de datos de los
calibrados A y B se dividen en tres partes. La primera de ellas estd constituida en todos los
casos por las ocho muestras test, que también fueron consideradas como tal al evaluar la
capacidad de prediccién de los modelos PLS construidos para ambos calibrados. De esta

forma, es posible comparar los errores en la prediccién de las concentraciones de las mismas
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muestras a lo largo del andlisis realizado. El segundo conjunto de muestras se encuentra
constituido por aquellas que se utilizan para calcular el valor de la matriz de transferencia,
es decir, es el denominado conjunto de transferencia, que viene dado en cada una de las
transferencias de calibrado llevadas a cabo por el vector no. Mientras que en el tercero se
encuentran recogidas las muestras restantes, es decir, aquellas que no han entrado a formar
parte del conjunto de transferencia y que, por no ser las mismas en todos los casos, tampoco

se han incluido en el conjunto test.

Es necesario que estos tres conjuntos de muestras sean iguales en los dos calibrados
considerados para que sea posible llevar a cabo la transferencia de calibrado de uno a otro.
No obstante, una vez que se haya seleccionado el conjunto de transferencia mds adecuado,
bastarfa con disponer de los dos primeros subconjuntos para realizar transferencias de

calibrado del calibrado patrén (calibrado A) a otros conjuntos de datos diferentes.

Los distintos valores del pardmetro no introducidos, que se corresponden con los
diferentes conjuntos de transferencia utilizados, se especifican en la Tabla III.3.8. En la misma
también se indican, de acuerdo con los simbolos que aparece en la Tabla IIL.3.1, las
disoluciones iniciales necesarias para obtener cada uno de los subconjuntos de transferencia

(cada simbolo indica una disolucién inicial diferente).

Para cada conjunto de transferencia y cada anchura de ventana se tiene una matriz de
transferencia diferente, que se empleard en la correccién de los polarogramas de la situacién
B. A través de las matrices de transferencia se dispondrd de diferentes valores de
concentracién, predichos para cada analito segtin el conjunto de transferencia y la ventana

utilizados, lo cual permitird evaluar el efecto de estos dos pardmetros sobre dichas

predicciones.

Una vez que se dispone de la matriz de transferencia, es posible transformar las
sefiales del calibrado B al formato que se estima tendrian de haber sido medidas en la

situacién A. Esta operacién se realiza introduciendo la siguiente expresion:

Best = B*F
donde Best es una matriz de dimensiones 36 x 203 en la que se recogen las sefiales del
calibrado B corregidas.

A continuacién, se puede utilizar el modelo PLS construido con los datos del calibrado

A para predecir los valores de concentracién del calibrado B, siempre a partir de las sefiales

corregidas. Para ello, se ha utilizado la férmula cerrada de los modelos PLS, calculada en el
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Tabla ITL3.8 Subconjuntos de muestras del conjunto de aprendizaje
utilizadas para realizar la transferencia de calibrado
(sfimbolos como en la Tabla I1.3.1).

Conjunto Muestras del conjunto Disolucién

(no) de aprendizaje inicial
1 todas todas
2 las X
3 1a8 X4
4 lall X4t
5 lald Xa+0
6 lals Xa0n
7 1alé XA-Ou—
8 6all ar
9 6781213 14 40
10 9al4 0
11 17 19 21 22 24 26 27 29 31 OV

32 34 36

12 17 2122 26 27 31 32 36 0.V

programa PARVUS [57] mediante el procedimiento propuesto por Marengo y Todeschini
[126]. Por tanto, para calcular los valores de concentracién bastaria con introducir:

Ycal = Best*Acer
donde Ycal es una matriz, de dimensiones 36 x 4, que contiene los valores de concentracién
calculados para cada analito a partir de las sefiales del calibrado B corregidas y del modelo
PLS construido para el calibrado A. Las filas de esa matriz se corresponden con las 36
muestras de que se dispone en el calibrado B, es decir, el calibrado completo. De ellas, tan
sélo algunas han sido utilizadas para realizar la transferencia de calibrado (sus indices estardn
especificados en el pardmetro no), mientras que, entre las demds se encuentran las ocho
muestras que fueron asignadas al conjunto test cuando se construyeron los modelos PLS para
los dos calibrados. Las columnas de esta matriz incluyen los valores de concentracién
calculados para cada uno de los cuatro analitos, en el orden siguiente: cobre, plomo, cadmio

y zinc,.el mismo en el que se encuentran dispuestos los coeficientes de las regresiones PLS

en Acer.
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La matriz Acer es una matriz de dimensiones 203 x 4, en cuyas filas se recogen los
coeficientes de la formula cerrada de PLS que acompaiian a cada variable predictora en los
modelos PLS del calibrado A. Cada columna se refiere a uno de los cuatro analitos y se
encuentran dispuestas en el orden indicado anteriormente. Estos coeficientes son los
correspondientes a los modelos PLS construidos con los datos del calibrado A, tomando el
nimero de variables que se ha considerado 6ptimo para cada uno de los analitos, y que ya

se especificé cuando se evaluaron los modelos de calibrado correspondientes.

En el modelo PLS construido para el calibrado A, las muestras asignadas al conjunto
test (8 muestras en total) no han intervenido en ningin momento en la construccién de dicho
modelo, y por tanto, tampoco en el cdlculo de la férmula cerrada del mismo, y ademds, esas
muestras no han sido utilizadas en ninglin momento para calcular la matriz de transferencia.
Por ello, son muestras completamente ajenas al conjunto de datos utilizado para modelar la

variabilidad en el tiempo de la sefal electroquimica.

Siguiendo este procedimiento, que se representa en su conjunto de forma esquemadtica
en la Figura III1.3.4, se considera finalizada la transferencia de calibrado. Se dispone por tanto,
en este caso concreto, de 72 valores de concentracién calculados para cada analito en una
muestra determ.inada, es decir, tantos como diferentes no por w se han utilizado para calcular
las matrices de transferencia. Estas concentraciones se han calculado a partir de las senales
medidas en una situacién, utilizando un modelo de calibrado construido con los datos
procedentes de una situacién diferente. A continuacién, se procede a evaluar los resultados
obtenidos, tanto en lo que se refiere a la determinacién de las mejores condiciones de
transferencia de calibrado, como a la valoracién de la calidad de las predicciones realizadas

a través de la misma.

Analisis de los resultados

Se dispone de dos pardmetros para describir la calidad de los valores de concentracién
calculados con el modelo PLS del calibrado A a partir de las sefiales obtenidas en la situacién
B. Estos pardmetros se diferencian entre si en funcién de si las muestras utilizadas en su
cdlculo han formado parte del conjunto test o si, por el contrario, han formado parte del

conjunto de aprendizaje de los modelos PLS construidos con anterioridad.

La varianza de la regresion para el conjunto de evaluacién (conjunto test) del calibrado

B viene dada, para cada analito, por la expresion:
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B
36 x 203
— * -
A B
pdsgen ; . W, — F ;
36 x 203 36x 203 1x d 1x d
203 x 203
Best * |Acer] — |[Yecal
36x 203 36x 4
203x 4

Figura II1.3.4 Esquema completo del proceso de transferencia de calibrado y del célculo de los valores de
concentracién.

A o\2
JZ (9 = Fs) (29)
7

s? =

donde y; e J ; son respectivamente las concentraciones reales y las calculadas por el modelo
PLS de la situacién A para uno de los analitos, y J indica el nimero de objetos del conjunto
de evaluacién. La raiz cuadrada de esta varianza (desviacién estandar residual en prediccién)

es el denominado error estdndar en prediccién, SEP (standard error of prediction).

De forma andloga, la varianza de la regresién para el conjunto de aprendizaje del
calibrado B vendrd dada por la expresién:
_ o N
Z(y,- 95.0) a8
I

2

S

donde y; e y; ; representan respectivamente los valores de concentracién real y los calculados

por el modelo PLS de la situacién A para uno de los analitos, € I es el niimero de objetos del
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conjunto de aprendizaje. La raiz cuadrada de esta varianza se ha denominado error estindar

del conjunto de aprendizaje, SET (standard error of training set).

El cdlculo de ambos errores, asi como el procedimiento de transferencia de calibrado
que se acaba de llevar a cabo seguiendo el método PDS, se encuentran automatizados en la
funcién ’transfpds.m’. Dicha funcién ha sido programada a tal efecto en MATLAB [59] y se

encuentra recogida en el Apéndice 2.

Para valorar el efecto que tanto la variacién del conjunto de transferencia utilizado
como el tamano de ventana tienen sobre las predicciones, se han considerado los valores del
error estindar en prediccién (SEP), que se representan a través de las correspondientes
superficies de respuesta y curvas de nivel de las Figuras II1.3.5 a II1.3.8 para cada uno de los
analitos. Los valores del SET obtenidos en este mismo andlisis siguen una pauta similar a la

que reflejada en dichas figuras.

En ellas se observa que, en la variacién del SEP respecto al tamafio de ventana, las
superficies correspondientes al plomo y al cadmio son parecidas (las mayores diferencias
surgen en los distintos no utilizados), mientras que por otro lado, las correspondientes al
cobre y al zinc a su vez presentan similitudes, siendo bastante diferentes de las anteriores. En
estos dos ultimos casos, la variabilidad del SEP se observa tanto en el eje de ordenadas, como

en el de abscisas.

Los diagramas Box plot [58] de las Figuras I11.3.9 a IT1.3.12, en los cuales la linea que
divide horizontalmente las cajas representa la mediana, permiten establecer comparaciones
visuales mds claras entre los diferentes conjuntos de datos. Para construir los citados
diagramas se han considerado los valores de SEP obtenidos con los diferentes tamaifios de
ventana, w, independientemente del conjunto de transferencia utilizado, no, y viceversa. No
obstante, para analizarlos de una forma mds objetiva se ha recurrido a un andlisis de rangos
multiple a través de los test de agrupamientos para la media de Tukey y de Newman-Keuls
[58]. Los resultados de los test de agrupamientos para los valores del SEP correspondientes

a cada analito se muestran en las Tablas I11.3.9 a I11.3.12.

De este andlisis se puede concluir que las diferentes anchuras de ventana utilizadas
para calcular las matrices de transferencia no conducen a valores de SEP estadisticamente
diferentes, segiin los test de Tukey y de Newman-Keuls, salvo en el caso del cadmio, donde
ambos test encuentran agrupamientos entre algunos niveles de este factor. Ello se debe a que

la dispersién entre los valores de SEP debida a los diferentes no es muy pequeiia, lo cual hace
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Figura II1.3.5 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el cobre.
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Figura II1.3.6  Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el plomo.
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Figura II1.3.7

Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el cadmio.
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Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el zinc
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Figura II1.3.9  Diagramas Box plot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del cobre.
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Figura ITL.3.10 Diagramas Box plot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del plomo.

que ambos test sean mds sensibles con el cadmio que con los otros tres analitos. No obstante,
los correspondientes diagramas Box plot muestran como los valores de SEP no son muy
diferentes. En base a estas consideraciones y al hecho de que utilizar un mismo tamafio de

ventana para todos los analitos permite calcular una Unica matriz de transferencia y realizar
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Figura II1.3.11 Diagramas Box plot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del cadmio.
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Figura I1L.3.12 Diagramas Box plot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del zinc.

la transferencia de calibrado completa para todos ellos a un tiempo, se ha seleccionado para
los cuatro analitos la anchura de ventana 5, la cual se encuentra asociada con valores bajos

de SEP para varios conjuntos de transferencia, como se puede apreciar en las curvas de nivel

correspondientes.
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Tabla II1.3.9 Test de agrupamientos de Tukey y de Newman-Keuls para los valores del SEP cuando se calcula
la concentraci6n de cobre en el calibrado B.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
12 0.1571 X X 9 0.2421 X X
11 0.1910 XX X 7 0.2451 X X
1 0.2228 XX XX 11 0.2543 X X
8 0.2237 XX XX 13 0.2543 X X
2 0.2378 XXX X 5 0.2593 X X
6 0.2455 XXX XX 3 0.2630 X X
4 0.2607 XXX XX
7 0.2663 XXX XX
10 0.2890 XXX XX
9 0.2893 XXX XX
5 0.3136 XX XX
3 0.3393 X X

Para evaluar el error estdndar del conjunto de aprendizaje, SET, se han considerado
las concentraciones correspondientes a los polarogramas de las muestras del calibrado B que
constituyen dicho conjunto, calculadas a partir de los modelos PLS construidos con los datos
del calibrado A para los distintos analitos. El conjunto de aprendizaje utilizado para construir
el modelo PLS del calibrado A estd formado, en todos los casos, por las 28 muestras de
calibrado que no forman parte del conjunto test, y algunas de ellas, dependiendo del valor del

pardmetro no, cabe la posibilidad de que hayan entrado a formar parte del conjunto de
transferencia.

Las muestras incluidas en cada conjunto de transferencia deberfan ser suficientemente
estables para que fuera posible interpretar la variabilidad entre los datos obtenidos en ambas
situaciones como diferencias entre situaciones y no como diferencias entre las propias
muestras. Otra caracteristica decisiva de cada conjunto de transferencia reside en lo
representativas que sean las muestras que lo componen respecto del conjunto de datos

completo.
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Tabla ITL3.10 Test de agrupamientos de Tukey y de Newman-Keuls para los valores del SEP cuando se
calcula la concentracién de plomo en el calibrado B.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
11 0.0634 X X 7 0.2039 X X
12 0.0675 XX X 9 0.2043 X X
10 0.0746 X X 5 0.2048 X X
8 0.1006 X X 11 0.2048 X X
1 0.1319 X X 13 0.2051 X X
9 0.2033 X X 3 0.2053 X X
7 0.2108 X X
6 0.2294 X X
5 0.2325 X b.9:4
4 0.2375 X X
3  0.3847 X X
2 0.5203 X X

A este respecto, las curvas de nivel sefialan claramente los conjuntos de transferencia
11y 12 como aquellos conjuntos que, para todos los analitos simultineamente, proporcionan
valores de SEP minimos. Los test de agrupamientos encuentran valores de SEP con
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos niveles analizados, observdndose
a través de ellos también cudles son los conjuntos de transferencia que conducen a los

mejores resultados.

En la Tabla II1.3.13 se muestran los valores de SEP y SET obtenidos con los distintos
conjuntos de transferencia (no) utilizados en el cdlculo de la matriz de transferencia cuando
se ha considerado un tamafio de ventana w = 5. Ademds, al final de dicha tabla se incluyen
los valores de SEP y SET correspondientes a los modelos PLS construidos con los conjuntos
de aprendizaje de los calibrados A y B, anotados como Calibrado A y Calibrado B
respectivamente, que permiten a su vez establecer comparaciones con aquellas situaciones en

las que no se realiz6 la transferencia de calibrado.
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Tabla III.3.11 Test de agrupamientos de Tukey y de Newman-Keuls para los valores del SEP cuando se
calcula la concentracién de cadmio en el calibrado B.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
12 0.2721 X X 13 0.2821 X X
9 0.2722 X X 11 0.2847 XX ) 0.4
11 0.2743 X X 9 0.2882 XX XX
1 0.2762 XX X 3 0.2890 XX XX
5 0.2776 XX XX 7 0.2914 X X
7 0.2784 XX XX 5 0.2928 X X
6 0.2786 XX XX
8 0.2843 XX X
4 0.2906 X X
3 0.3006 X X
2 0.3037 X X
10 0.3478 X X

Se observa que entre los valores que aparecen la Tabla ITI.3.13 no existen grandes
diferencias entre SEP y SET en la mayoria de los casos, excepto para algin conjunto de
transferencia concreto. Sin embargo, si se consideran los valores de SEP y SET
correspondientes a los propios modelos PLS que se construyeron con los calibrados
completos, que se encuentran al final de dicha tabla, se observa que los errores asociados con
las muestras del conjunto de aprendizaje son menores que aquellos correspondientes a las
muestras del conjunto test. Esto es l6gico si se tiene en cuenta que un modelo tiende a
ajustarse a la estructura que presenten las muestras utilizadas en su construccion, mientras que
las muestras correspondientes al conjunto test son, en cualquier caso, ajenas al mismo, luego

es habitual que los errores asociados con estas tltimas sean mayores.

Teniendo en consideracién de los valores de la tabla IT1.3.13 se deduce que no todos
los conjuntos de transferencia conducen a los mismos resultados. De hecho, los conjuntos que
presentan unos valores de SEP sensiblemente inferiores al resto son los anotados con los

nimeros 11, 12 y 1, como aparece reflejado en los diagramas Box plot correspondientes.
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Tabla ITIL.3.12 Test de agrupamientos de Tukey y de Newman-Keuls para los valores del SEP cuando se
calcula la concentracién de zinc en el calibrado B.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
= ot Grupos homogéneos S Media Grupos homogéneos
Tukey =~ Newman-Keuls Tukey Newman-Keuls

11 0.2313 X X 3 0.3251 X X
2 0.2428 XX X 7 0.3322 X X
12 0.2439 XX X 9 0.3347 X X
1 0.2941 XXX XX 11 0.3356 X X
4 0.3223 XXXX XX 13 0.3478 X X
6 0.3343 XXX XXX 5 0.3513 X X
5 0.3469 XX XXX
3 0.3609 XX XXX
10 0.3784 XX XX

0.3822 XX XX
8 . 0.4129 XX b4
9 0.5033 X X

El primer conjunto de transferencia se corresponde con todas las muestras del
conjunto de aprendizaje, por lo tanto, en estas condiciones la transferencia de calibrado no
supondria ninguna mejora o disminucién del esfuerzo requerido en la experimentacién del
procedimiento. Sin embargo, en el conjunto 11 se incluyen, para cada analito, linicamente las
tres muestras del conjunto de aprendizaje que se encuentran dispuestas sobre los ejes que
atraviesan las caras del hipercubo que configuran las muestras de calibrado, Figura I11.3.1, lo
que supone un total de 12 muestras. El conjunto 12 es muy similar a este dltimo, pero
eliminando del mismo el punto central de cada uno de esos ejes, con lo que dicho conjunto

de transferencia queda reducido a 8 muestras.

Una forma de evaluar con mds detalle la validez de estos tres conjuntos de
transferencia se lleva a cabo a través del cilculo de los porcentajes de error relativo de las

muestras del conjunto test, que se muestran en la Tabla II1.3.14.

Comparando los errores que aparecen en estas tres tablas con los calculados por los

modelos PLS del calibrado B, recogidos en la Tabla II1.3.7, que se corresponden exactamente
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Tabla IT1.3.13 Valores de SEP y SET en funcién del conjunto de transferencia utilizado en el cdlculo de la
matriz de transferencia (tamaro de ventana: 5). Como Calibrado B y Calibrado A se anotan los
valores correspondientes a los modelos PLS construidos con los conjuntos de aprendizaje de los
calibrados B y A respectivamente.

Conjunto SEP SET
(no) Cobre  Plomo Cadmio  Zinc Cobre  Plomo Cadmio  Zinc

1 0.2222 0.1329 0.2827 0.2874 0.1952 0.2004  0.2095 0.3465

2 0.2230 0.5175 0.3190 0.2532 0.1751 0.4466 0.2414 0.2336

3 0.3175 0.3811 0.3101 0.3004 0.4238 0.3238 0.2443 0.4523

4 0.2409 0.2376 0.2959 0.3525 0.2758 0.2222 0.2257 0.3688

3 0.3228 0.2360  0.2803 0.3631 0.3561 0.2235 0.2116 0.4128

6 0.2594 0.2342 0.2833 0.3526 0.2438 0.2229 0.2116 0.4072

7 0.2829 0.2158 0.2837 0.3933 0.2579 0.2153 0.2128 0.4745

8 0.2174 0.1027 0.2871 0.4551 0.2765 0.2147 0.2208 0.4212

9 0.3387 0.2076 0.2716 0.5995 0.6173 0.2260  0.2057 0.9636

10 0.3337 0.0702 0.3511 0.3765 0.3171 0.2266 0.3031 0.4527

11 - 0.1916 0.0582 0.2756 0.2302 0.1871 0.2407 0.2054 0.3295

12 0.1613 0.0637 0.2732 0.2523 0.1883 0.2590 0.2010 0.2891
Calibrado B 0.1298 0.2570 0.2551 0.1563 0.0536  0.0488 0.1742 0.1211
Calibrado A 0.1111 0.2319 0.1629 0.2879 0.0941 0.0695 0.1240 0.1495

con los mismos objetos test, se observa que son del mismo orden. Es decir, que una vez
llevada a cabo la transferencia de calibrado, los resultados obtenidos a través de ella son
similares a aquellos correspondientes a una recalibracién completa. En este caso, si se toma
como referencia el conjunto de transferencia 1, no existen diferencias entre el esfuerzo
experimental invertido con transferencia de calibrado o sin ella, ya que en este conjunto se

incluyen todas las muestras de calibrado excepto las del conjunto test.

Sin embargo, si se considera cualquiera de los otros dos conjuntos de transferencia,
el 11 o el 12, la reduccién del esfuerzo experimental por la aplicacién de este procedimiento
de transferencia de calibrado, comparada con una recalibracién completa del instrumento, es
importante. Las muestras empleadas para calcular la matriz de transferencia son 12 y 8
respectivamente, frente a las 28 que constituyen el conjunto de aprendizaje. Ademds, en

ambos casos el nimero de soluciones iniciales (blancos experimentales) requeridas para
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Tabla I11.3.14 Errores relativos (en %) correspondientes a las muestras del
conjunto test en la transferencia de calibrado llevada a cabo
mediante el procedimiento PDS.

Niimero Analito

" de muestra Cobre  Plomo Cadmio Zinc
18 11.08 1.32 -3.25 3.60

20 4.50 3.20 -0.72 2.13

23 291 -0.02 -424 -8.40

25 2.79 1.56 -4.23 -9.80

l 28 -0.82 2.51 0.76 1.76
30 -1.02 3.74 2.39 -2.24

33 -1.87 2.06 3.01 -4.26

35 -2.89 1.53 3.36 -0.90

18 7.21 -0.38 -1.41 4.03

20 227 1.18 -0.07 541

23 0.31 -2.47 -3.94 -4.87

25 0.43 -0.63 -4.23 -5.92

. 28 -2.38 0.89 1.41 3.63
30 -2.42 1.34 2.80 229

33 -3.27 0.28 3.36 -1.37

35 -5.91 -0.80 3.76 1.84

18 8.03 -0.63 -1.51 3.77

20 1.81 0.54 -0.24 6.59

23 1.04 -3.19 -4.08 -3.13

25 0.48 -1.12 -4.36 -4.29

. 28 -2.03 0.54 1.21 4.36
30 -0.75 0.83 2.63 4.46

33 -2.28 -0.06 3.19 3.97

35 -4.21 1.21 3.62 3.68
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calcular la matriz de trasferencia es cuatro, frente a las diez que son necesarias para llevar a

cabo el calibrado completo.

Esto significa que, una vez completado el calibrado A, Unicamente hubieran sido
necesarias esas ocho o doce muestras del calibrado B, dependiendo del conjunto de
transferencia seleccionado, para calcular la matriz de transferencia, y posteriormente hubiera
sido posible predecir todas y cada una de las concentraciones de los cuatro analitos de las

muestras del calibrado B restantes.

En el caso del conjunto de transferencia 12 bastaria con realizar inicamente dos
adiciones de cada uno de los analito para poder transferir el calibrado. Este valor coincide con
el nimero minimo de adiciones que serfan necesarias si se tratara el problema desde un punto
de vista univariante cldsico, en un andlisis llevado a cabo de una forma muy simple. Sin
embargo, al utilizar la transferencia de calibrado multivariante, con idéntico esfuerzo
experimental, se llega a resultados muy buenos avalados por toda una metodologia

multivariante, en la obtencién de los cuales se han tenido en consideracion las interferencias

existentes entre los analitos.

A través de la transferencia de calibrado es posible utilizar el esfuerzo experimental
que requiere un calibrado completo, y toda la informacién que éste aporta, a calibrados
realizados posteriormente, con un esfuerzo experimental mucho menor y con una enorme

garantia en los resultados obtenidos.

II1.3.4.3 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT

Se ha utilizado este procedimiento de transferencia de calibrado diferente para llevar a cabo
una nueva transferencia de calibrado entre el calibrado A y el calibrado B, por tanto, continua
tratidndose de una transferencia de calibrado en el tiempo. El objetivo de este procedimiento,
como se ha sefialado anteriormente, sigue siendo una reduccién del esfuerzo experimental que
serd necesario invertir para realizar calibrados posteriores. Por ello, también en este caso se
han utilizado diferentes conjuntos de transferencia para llevar a cabo el andlisis, y se han

evaluado los resultados obtenidos con cada uno de ellos.

Al utilizar este procedimiento de transferencia de calibrado no tiene sentido considerar
el concepto de tamafio de ventana, ya que éste es un método de transferencia de calibrado

global, que relaciona los modelos de regresién de las diversas situaciones considerando las
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sefiale completas (aunque no es necesario que el nimero de variables predictoras medidas en

ambas situaciones sea el mismo).

Funcion "gct"

El procedimiento de transferencia de calibrado global (GCT), propuesto por Forina y otros
[102] para realizar transferencias de calibrado en espectroscopia NIR, se ha aplicado a través
de una funcién (m-function) que se ha programado a tal efecto en el programa MATLAB
[59]. Se trata de la funcién que se ha denominado "gct", a través de la cual, como se sefialé
anteriormente, se desarrolla en primer lugar un modelo PLS que relaciona los dos conjuntos
de variables predictoras, y que permite calcula una matriz de transferencia. Esta matriz de
transferencia permite estimar, considerando el modelo PLS construido previamente con los
datos del calibrado patrén y la concentracién correspondiente a uno de los analitos, los
coeficientes de ese modelo de regresién para la situacién satélite, y a partir de ahi, calcular

las concentraciones correspondientes a las nuevas muestras.

Esta funcién presenta el formato general de entrada/salida que se indica a

continuac_ién:

[standmat, subset] = gct(specl, spec2, lv,nosamps, split,cer)
donde spec! y spec2 son los bloques de los polarogramas correspondientes al calibrado patrén
y al calibrado satélite respectivamente, /v es el nimero mdximo de variables latentes a
considerar en el cdlculo de la matriz de transformacién de los coeficientes, nosamps es el
vector en el que se especifican los indices de las muestras que forman parte del conjunto de
transferencia, split es el nimero de conjuntos de cancelacién que se desea utilizar, y por
altimo, cer es el vector de los coeficientes del modelo PLS del calibrado patrén. El parametro
de salida standmat es la matriz de transformacién de los coeficientes, o matriz de
transferencia, mientras que subset contiene los indices de las muestras del conjunto de

transferencia, coincidiendo con nosamps.

Las filas de spec! y spec2 han de encontrarse dispuestas en el mismo orden pero, a
diferencia de lo que ocurria en el procedimiento PDS, en este caso no es necesario que tengan
el mismo nimero de variables predictoras. Por lo tanto, en aquellos casos en los que se
disponga de diferente nimero de predictoras en ambas situaciones, la matriz de transferencia

resultante del procedimiento de transferencia de calibrado no serd una matriz cuadrada.
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La matriz de transformacién de los coeficientes asi calculada se utiliza para corregir
los coeficientes de la férmula cerrada de la situacién patrén, estimando cudl seria su valor en
la situacién satélite, con lo que se tiene como resultado una matriz de coeficientes corregidos.
Una vez que se dispone de los coeficientes corregidos para la situacién satélite, es posible

calcular la concentracion de las muestras de esa situacion.

Aplicacion de la funcién "gct"

Para llevar a cabo la transferencia de calibrado de la situacién A a la situacién B, aplicando
el procedimiento indicado, que se representa de forma esquemitica en la Figura II1.3.13, se
han utilizado las matrices de datos A y B, las mismas que en el procedimiento de
transferencia de calibrado PDS realizado anteriormente, asi como. los subconjuntos de
transferencia que se especifican en la Tabla II.3.1. De esta forma es posible evaluar la
influencia que tienen los distintos conjuntos de transferencia propuestos en el procedimiento
de transferencia de calibrado GCT, seleccionando posteriormente aquel que proporcione los

mejores resultados e implique un esfuerzo experimental razonable.
En la funcién "gct" se han introducido los siguientes pardmetros:

[F,sub] = gct(A,B,15,no0,3,Acer)
En donde los pardmetros A, B, no y sub son idénticos a los utilizados en el procedimiento
de transferencia PDS, es decir, los dos primeros son los polarogramas correspondientes a los
calibrados A y B respectivamente, mientras que no y sub son los vectores que especifican
la composicién de cada conjunto de transferencia, correspondiéndose con los indicados en la
Tabla III.3.8. Por otro lado, el valor 15 sefiala el niimero maximo de variables latentes que
se han de seleccionar en el modelo PLS construido para calcular la matriz de transferencia,
el valor 3 indica el nimero de grupos de cancelacién considerados en la validacién cruzada
de dicho modelo PLS, y F es la matriz de transformacién de los coeficientes o matriz de

transferencia, que tiene de dimensiones 203 x 203.

Cada uno de los conjuntos de transferencia utilizados en este andlisis conduce a la
obtencién de una matriz de transformacién de los coeficientes diferente, lo cual supone que
se han realizado 12 procedimientos de transferencia de calibrado independientes, tantos como

conjuntos de transferencia distintos.

Las matrices de transformacién de los coeficientes, F, permiten estimar la férmula

cerrada de la situacién B a partir de los correspondientes coeficientes del modelo PLS
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Figura I11.3.13 Esquema completo del proceso de transferencia de calibrado GCT y del cdlculo de los valores
de concentracién.

construido con las muestras de calibrado de la situacién A, Acer, mediante la siguiente
relacién
Bcerest = F * Acer

donde Bcerest es el vector de los coeficientes estimados para la situacién B. Estos coeficientes

transformados permiten calcular la concentracién de analito de cualquier muestra medida en
la situacién B a través de

Ycal = C * Bcerest
donde Ycal es la matriz en la que se encuentran los valores de concentracién calculados para
las muestras del calibrado B.

Este procedimiento de transferencia de calibrado, asi como el cilculo de los valores
correspondientes a SEP y SET, se realiza de forma automdtica utilizando la funcién

‘transfpds’, programada en MATLAB, que se muestra en el Apéndice 2. El procedimiento
completo ha sido utilizado con cada uno de los conjuntos de transferencia de la Tabla II1.3.8,
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por lo que se han realizado un total de 12 transferencias de calibrado de forma independiente

para cada uno de los analitos.

Andlisis de los resultados

Los resultados de los diferentes procedimientos de transferencia de calibrado GCT llevados
a cabo se han evaluado también a través de los valores de SEP y SET correspondientes, los
cuales se representan en las Figuras II1.3.14 a III.3.17, para cada uno de los metales. En
dichas figuras se puede observar cémo los conjuntos de transferencia que conducen a los
errores mds bajos, tanto si se considera el SEP como el SET, son los conjuntos 1 y 7, y

también, para plomo y cadmio, el conjunto 11.
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Figura IT1.3.14 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el cobre.

Es necesario considerar, por un lado, que el conjunto de transferencia 1 estd formado

por las 28 muestras del conjunto de aprendizaje del calibrado A, mientras que el conjunto 7
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Figura IIL3.15 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el plomo.

estd constituido por las 16 primeras muestras de la Tabla III.3.1, y el conjunto 11 Unicamente
por 12 de las muestras patrén. También hay que tener en cuenta, no sélo el tamafio de los
conjuntos de transferencia, si no también la calidad de los resultados obtenidos con ellos a
través del procedimiento de transferencia. En la Tabla II1.3.15 se muestran los errores de las
muestras del conjunto test que se han obtenido como resultado de llevar a cabo el

procedimiento de transferencia de calibrado GCT con los tres conjuntos de transferencia

indicados.

Los errores correspondientes a no = 1 son, en conjunto, los mejores, incluso
comparables con los obtenidos por los modelos PLS construidos para el calibrado B, que se
muestran en la Tabla IT1.3.7. No obstante, la transferencia de calibrado llevada a cabo con este
conjunto de transferencia equivale a una recalibracién completa en cuanto al esfuerzo

experimental que requiere y, por tanto, no resulta adecuado dada la finalidad de este andlisis.
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Figura II1.3.16 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el cadmio.

El conjunto de transferencia 7 supone reducir en un 43% el esfuerzo experimental
necesario para llevar a cabo el andlisis, obteniéndose unos resultados bastante buenos. Sin
embargo, el conjunto de transferencia 11, conduce a resultados excelentes para plomo y
cadmio, pero no asi para cobre y zinc, metales para los que se llegan a obtener errores

cercanos al 20%.

En vista de estos resultados, el conjunto de transferencia 6ptimo para llevar a cabo la
transferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT, es el conjunto 7. Los errores
asociados con este conjunto de transferencia son ligeramente superiores a los obtenidos con
el procedimiento de transferencia PDS utilizado en primer lugar (con los pardmetros no = 12
y w = 5), los cuales se encuentran en la Tabla III.3.14. Esto es cierto en todos los casos,
excepto en lo que se refiere al zinc, analito para el que el procedimiento GCT ofrece

resultados un poco mejores.
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Figura III.3.17 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el zinc.

Sin embargo, un aspecto que se ha destacado bastante y que resulta un parametro
decisivo para seleccionar un procedimiento de transferencia de calibrado u otro viene dado
por el esfuerzo experimental asociado con cada uno de ellos. En este andlisis en concreto, las
condiciones de transferencia del procedimiento PDS requerian inicamente 8 muestras patrén
en la situacion satélite, mientras que el correspondiente procedimiento GCT implica el doble
de experimentacién, 16 muestras en total. Por tanto, dado que los resultados obtenidos a
través de ambos métodos son muy similares, habria que decantarse por utilizar el
procedimiento de transferencia PDS, ya que es el que implica un nimero menor de muestras

de transferencia.

Del andlisis realizado, se podria concluir que el método de transferencia de calibrado
PDS, con los pardmetros de transferencia 6ptimos determinados en su momento, es el mas

indicado para realizar futuras determinaciones de cobre, plomo, cadmio y zinc en muestras
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Tabla II1.3.15 Errores relativos (en %) de las muestras del conjunto test en
la transferencia de calibrado llevada a cabo mediante el
procedmiento GCT.

Niiiiero Analito
" de muestta  Copre  Plomo Cadmio  Zinc
18 464 184 213  -351
20 263 254 039 372
23 235 174 370  -345
25 391 066  -340  -2.38
l 28 071 183 221  -0.54
30 036 498 193 271
33 316 173 291 268
35 187 294 429 133
18 836 345  -197  -4.90
20 381 312 053 287
23 254 378 392  -393
25 363 226 -475  -348
! 28 190 266 263  -205
30 044 706 148 182
33 278 270 239 2.09
35 1103 565 372 026
18 1331 077 -177 1270
20 049 204 007 320
23 766 -090  -428  -19.04
25 474 -099 211  -1621
= 28 332 068 185 187
30 041 212 243 451
33 1872 079 394 17515
35 1866 -082 387  -17.28
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acuosas mediante polarografia diferencial de impulsos en las condiciones experimentales
utilizadas en el andlisis.






111.4 INTERFERENCIA DE COMPUESTOS INTERMETALICOS
EN DETERMINACIONES POR VOLTAMPEROMETRIA
DE REDISOLUCION

Cuando varios metales se encuentran presentes simultdneamente sobre el electrodo de
mercurio, es frecuente la formacién de compuestos intermetdlicos entre los metales disueltos
en el mismo [127]. La formacién de estos compuestos se suele producir después de la
introduccién de un metal mds noble en el mercurio (algunos ejemplos: Ag-Zn, Au-Zn, Au-Cd,
Cd-Zn, Co-Zn, Cu-Zn, Cu-Sn, Ni-Zn,...) y puede afectar considerablemente a las propiedades
de la amalgama, e incluso, si la solubilidad del compuesto intermetdlico en mercurio no es

muy alta, puede llegar a separarse en una fase sélida originando una amalgama heterogénea.

Aquellos metales con potenciales de pico mds negativos (como zinc, cadmio o indio)
se ven afectados con més frecuencia por este tipo de interferencias, ello se debe a que como
necesitan potenciales de acumulacién muy negativos, a esos potenciales de acumulacién
muchos otros metales pueden permanecer disueltos en el electrodo de mercurio, dando lugar

a la formacién de compuestos intermetdlicos.

La formacién de estos compuestos intermetdlicos en el electrodo puede reflejarse en
la respuesta electroquimica que se registra, existiendo la posibilidad de que se produzca una
disminucién o un desplazamiento de la misma. Una consecuencia importante de la formacién
de compuestos intermetdlicos es que puede dar lugar a que los resultados de un andlisis

llevado a cabo mediante el método de adicidn estindar sean incorrectos [128, 129].

El problema originado por la formacién de compuestos intermetdlicos es sustancial
cuando se utilizan técnicas que requieren una etapa de preconcentracidn, lo cual es habitual
en el andlisis de metales [130-134]. Muchos estudios a este respecto estdn enfocados hacia
el compuesto intermetélico formado por cobre y zinc, debido a la presencia de estos metales
en gran diversidad de muestras analiticas (particularmente aquellas de interés

medioambiental), asi como el formado por cobre y cadmio. Las interferencias debidas a
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ambos compuestos intermetélicos han sido evaluadas tanto en andlisis realizados mediante
técnicas potenciométricas con redisolucion [135], como en aquellos llevados a cabo utilizando
voltamperometria con redisolucién anddica [136]. Otros autores [137] han encontrado que un
exceso de cobre en solucién tiene como resultado la disminucién de la respuesta
correspondiente al cadmio, hasta en un 58%, cuando éste es preconcentrado sobre un
electrodo de pelicula de mercurio y determinado mediante voltamperometria diferencial de
impulsos con redisolucién andédica. Si la concentracién de los analitos en la muestra se
encuentra alrededor de 1 ppm, ésta puede ser analizada utilizando polarografia diferencial de

impulsos.

Se han sugerido varios métodos para minimizar o eliminar los errores debidos a la
formacién de compuestos intermetilicos. Frecuentemente este problema se reduce de forma
significativa disminuyendo la concentracién de los metales en la amalgama. Esto se puede
llevar a cabo mediante el uso de electrodos de gota de mercurio en vez de aquellos de
pelicula de mercurio, debido a que el volumen de los primeros es mayor, o también mediante
la utilizacién de técnicas electroanaliticas mds sensibles, por ejemplo el modo diferencial de
impulsos, que permitan acortar el tiempo de acumulacién en aquellos casos en los que se

utilicen técnicas que incluyen una etapa de preconcentracién [138].

También la adicién de un tercer elemento que forme un compuesto intermetdlico mds
estable con uno de los componentes del sistema binario es una aproximacion a la eliminacién
de errores debidos a la formacién de compuestos intermetélicos [139, 140]. No obstante, la
adicién de este tercer elemento puede producir efectos negativos sobre la precisién de las
determinaciones en aquellos casos en que llegue a interaccionar con los dos componentes del
sistema binario [141]. Heineman y otros [142, 143] evitan la formacién de compuestos
intermetdlicos utilizando dos electrodos de trabajo paralelos con acumulacién selectiva, de

forma que en uno de ellos se mide el cobre, y el zinc o el cadmio en el segundo.

Es posible ademds utilizar procedimientos experimentales que permitan la separacién
fisica de los metales a analizar. Un ejemplo claro de este tipo de andlisis lo constituyen los
métodos acoplados en los que se lleva a cabo la separacién fisica de los analitos mediante
algtn tipo de cromatografia, al tiempo que la deteccién al final de la columna cromatogréfica

se produce utilizando técnicas electroquimicas [144, 145].

Por otro lado, en una aplicacién de la técnica de andlisis miiltiple con redisolucién

andédica [146] se propone una correcciéon de la sefial correspondiente al zinc mediante la
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adicién a la misma de la sefial correspondiente al cobre, utilizando éste tltimo como titulante
del zinc. También se ha sugerido un método de adicién estindar generalizado para caracterizar
y corregir las interferencias debidas a la formacién de compuestos intermetdlicos en andlisis

con redisolucién [147], pero en este caso es necesario conocer todos los interferentes.

Otra forma de abordar el problema se puede encontrar en la aplicacién de una
metodologia multivariante en aquellos casos en que se sospecha que puede tener lugar la
formacién de compuestos intermetdlicos, ya que algunas técnicas de regresién multivariante,
como en el caso de PLS, son capaces de evidenciar y modelar las relaciones internas que

pueden existir entre las respuestas electroquimicas correspondientes a analitos diferentes.

En el presente capitulo se ha llevado a cabo la determinacién simultdnea de cobre,
plomo, cadmio y zinc en solucién acuosa mediante voltamperometria diferencial de impulsos,
utilizando una técnica de regresién multivariante, PLS, que ya se ha mostrado itil en la
resolucién de problemas electroquimicos en los que existian interferencias [36, 148]. La
determinacién de estos cuatro metales se realiza en los andlisis rutinarios de aguas y alimentos
[149, 150], siendo una constante en la numerosa bibliografia existente la referencia a la
formacién de compuestos intermetdlicos y a los problemas a que da lugar el fenémeno en el

andlisis [138, 151].

II1.4.1 Experimental. Determinacion de Cu, Pb, Cd y Zn
por DPASYV

Reactivos

Las disoluciones patr6n utilizadas en el andlisis fueron preparadas a partir de reactivos de
calidad para andlisis y agua bidestilada y desionizada mediante un sistema Barnstead NANO
Pure II. Estas disoluciones fueron preparadas en medio 4cido para su preservacion. Al tratarse
de una determinacién en la que la concentracién de algunos de los metales se encuentra a
nivel de trazas, los reactivos empleados como electrélito soporte fueron de calidad Suprapur,
utilizdndose disoluciones formadas por dcido acético 2 M e hidréxido aménico 1 M, que
presentaban un valor de pH de 4.816. Todas las disoluciones analizadas fueron desoxigenadas

antes de la etapa de medida burbujeando nitrégeno (99.997%).
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Instrumental

Las medidas voltamperométricas fueron realizadas utilizando el procesador Metrohm 646 VA
processor junto con la unidad 647 VA equipada con un electrodo multimodo Metrohm (MME)
que actud en el modo electrodo de gota de mercurio colgante (HMDE), un electrodo de
referencia Ag/AgCU/KCl (3M) y un electrodo auxiliar de platino. Se ha utilizado la
voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anédica (DPASV) como técnica

de medida.

Los andlisis de datos fueron realizados utilizando los programas PARVUS [57],

STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59].

Procedimiento experimental

Cada disolucién inicial se introdujo en una celda voltamperométrica y fue desoxigenada
durante 10 min mediante el paso de nitrégeno a través de la misma, aplicindose
posteriormente un potencial de acumulacién de -1.11 V sobre el electrodo de mercurio durante
un tiempo de 30 s. Al final de este periodo de acumulacién se desconect6 la agitacién y, tras
un reposo de 20 s, se aplicé un barrido de potencial anédico desde -1.11 V hasta 0.072 V con
una velocidad de barrido de 10 mV s. Después de cada adicién, la disolucién se agit y
desoxigené de nuevo durante 15 s, aplicindose a continuacién el mismo procedimiento de
medida. Otros pardmetros instrumentales fueron los siguientes: amplitud del impulso, -50 mV;
duracién del impulso, 0.6 s; drea nominal 0.40 mm?; velocidad de agitaci6n, 1290 rev min™.

111.4.2 Disefio del experimento

El disefio experimental utilizado para llevar a cabo la determinacién de cobre, plomo, cadmio
y zinc por DPASV es similar al empleado en el capitulo anterior, Figura II1.3.1, en el que se
realiz6 la determinacién simultdnea de estos cuatro metales mediante polarografia diferencial
de impulsos. Las diferencias existentes entre ambos disefios radican en la magnitud de las
concentraciones de los diferentes metales que constituyen los mismos, asi como en las
- proporciones existentes entre ellos. En el presente capitulo, la determinacién de cobre, plomo,
cadmio y zinc, se ha llevado a cabo en disoluciones en las que estos metales se encontraban
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a nivel de trazas, en un rango de concentraciones que va desde 2 ppm de cadmio a 51 ppm
de zinc, cantidades que se encuentran habitualmente en aguas superficiales. Las
concentraciones de las disoluciones empleadas en el andlisis se corresponden con el disefio

experimental que se muestra en la Tabla II1.4.1.

Segtin este disefio se han realizado dos calibrados completos, llevados a cabo en dias
diferentes, que se han denominado respectivamente calibrados C (el realizado en primer lugar)
y D (el calibrado posterior). Los voltamperogramas correspondientes a ambos calibrados se
muestran en las Figuras IIl.4.1a-j y III.4.2a-j, encontrdndose agrupados en cada una de las
graficas que componen dichas figuras aquellos voltamperogramas obtenidos partiendo de una
misma disolucién inicial. En ellos, se observan las sefiales voltamperométricas
correspondientes a cada uno de los analitos de interés, resultando evidente que se trata de
picos voltamperométricos bien definidos y perfectamente separados unos de otros. De los
mismos se desprende también la mayor variabilidad que acompafia a las medidas realizadas
por voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anddica, frente a la observada
cuando las determinaciones se han llevando a cabo mediante medidas polarogréficas directas
para estos mismos metales (ver Figuras II1.3.2a-j y II.3.3a-j). En ello influye enormemente
el que las concentraciones de los metales que estdn siendo determinados se encuentren en un
rango entre 10® My 107 M, razén por la cual se utiliza una técnica electroquimica con etapa
de redisolucién, mientras que las concentraciones determinadas en el andlisis polarografico

anterior se encontraban entre 10° My 10° M.

111.4.3 Analisis univariante

Se ha realizado un estudio univariante andlogo al llevado a cabo en el capitulo anterior, es
decir, se han efectuado calibrados univariantes considerando como variable dependiente Ja
intensidad del médximo de pico correspondiente a cada analito en aquellas muestras en las que
tinicamente se incrementaba la concentracién de éste. Por tanto, se ha llevado a cabo un
calibrado univariante para el cobre considerando la intensidad de pico registrada a -24 mV
en las muestras 17 a 21, para el plomo se han tenido en cuenta las sefiales que aparecen al
potencial -444 mV en las muestras 22 a 26, para el cadmio las intensidades a -606 mV en las

muestras 27 a 31, y por tltimo, para el calibrado univariante correspondiente al zinc se han
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Tabla II1.4.1 Diseflo experimental seguido en los calibrados C y D. Cada simbolo de la segunda columna
indica que se realizaron adiciones sobre una misma disolucién inicial. Se han marcado con una
1 aquellas muestras que constituyen el conjunto test.

i Disefio experimental Concentraciones (nM)

Cobre Plomo Cadmio Zinc Cobre  Plomo Cadmio Zinc
2 x 2 2 2 2 13885  51.15 3539 32253
2 x 2 2 2 4 137.11  50.51 34.95 637.00
3 x 2 2 4 4 13542  49.89 69.04 629.14
4 x 2 4 4 4 13377  98.56 68.20 62146
5 x 4 4 4 4 26431  97.38 6737  613.98
6 & 2 2 4 2 137.11 5051 69.90  318.50
7 a 2 4 4 2 13542  99.78 69.04  314.57
8 4 4 4 2 267.54  98.56 6820  310.73
9 2 4 2 2 137.11  101.03  34.95 318.50
10 2 4 2 4 13542 99.78 3452 629.14
11 4 4 2 4 267.54  98.56 3410 62146
12 o 4 2 2 2 27423  50.51 34.95 318.50
13 o 4 2 2 4 270.84  49.89 3452 629.14
4 o 4 2 4 4 267.54  49.28 6820 62146
15 = 4 2 4 2 27084  49.89 69.04  314.57
16 - 4 4 2 2 270.84  99.78 3452 314.57
17 ~ 1 3 3 3 68.56 75.77 5243  477.75
18 ¢ 2 3 3 3 13626  75.30 5210 47478
19 ~ 3 3 3 3 203.13  74.84 5178  471.85
20 vt 4 3 3 3 269.18  74.38 5146  468.96
21~ 5 3 3 3 33442 7392 51.15  466.10
22 O 3 1 3 3 205.67 2526 5243 47775
23 Ot 3 2 3 3 20439 5020 52.10 47478
24 O 3 3 3 3 203.13 7484 51.78  471.85
25 Ot 3 4 3 3 201.88  99.17 5146  468.96
26 O 3 5 3 3 200.65 12320 5115  466.10
27 » 3 3 1 3 205.67 7577 17.48 477.75
28 ¢ 3 3 2 3 20439 7530 3473 47478
29 - 3 3 3 3 203.13 7484 5178  471.85
30 -« 3 3 4 3 201.88  74.38 68.61 468.96
L. e 3 3 5 3 200.65  73.92 85.24  466.10
32V 3 3 3 1 205.67 7577 5243 159.25
33 Vit 3 3 3 2 20439  75.30 5210 316.52
34 Vv 3 3 3 3 203.13  74.84 51.78  471.85
35 V¢ 3 3 3 4 201.88 7438 5146  625.28
36 V 3 3 3 5 20065  73.92 51.15  776.83
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Figura IIL4.1a Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién

inicial.
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Figura IIL4.1b Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura III.4.1c Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disoluci6n
inicial.
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Figura I11.4.1d Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura III.4.1e Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disoluci6n

inicial.
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Figura IIL4.1f Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura III.4.1h Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura I11.4.1i Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disoluci6én
inicial.
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Figura II1.4.1j Voltamperogramas correspondientes al calibrado C, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.4.2b Voltamperograms correspondientes al calibrado D, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura I11.4.2d Voltamperogramas correspondientes al calibrado D, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura I11.4.2e Voltamperogramas correspondientes al calibrado D, obtenidos con una misma disolucién

inicial.
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Figura IIL.4.2f Voltamperogramas correspondientes al calibrado D, obtenidos con una misma disolucién

inicial.
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Figura II1.4.2g Voltamperogramas correspondientes al calibrado D, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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tomado las intensidades de pico registradas a -996 mV en las muestras 32 a 36. Para realizar
el andlisis se han utilizado los datos del calibrado C, a los que previamente se ha restado el

blanco experimental correspondiente.

Los resultados correspondientes a este andlisis se muestran en la Tabla III.4.2, en la
que se puede observar que el cobre presenta el coeficiente de correlacién mds bajo y la S,
mayor, que conduce a intervalos de confianza muy grandes para pendiente y término

independiente.

Tabla IT1.4.2 Resultados del andlisis de regresién por minimos cuadrados realizado con datos
del calibrado C.

Regresidn Cobre Plomo Cadmio Zinc

Pendiente 0.12+£0.02 0.12 £ 0.01 0.14 = 0.01 0.07 £ 0.01
Término independiente 231 £425 2.67 £ 0.46 2.64 = 0.40 1.09 £ 1.14
R i 0.9908 0.9991 0.9990 0.9996
S 1.26 0.1363 0.12 0.3361

¥x

A continuacién, se ha utilizado el procedimiento de adicién estdndar para determinar
la concentracién de los analitos en muestras concretas. De moﬁio similar a lo llevado a cabo
en el capitulo anterior, utilizando los datos del calibrado D y de forma independientemente
para cada analito, se ha determinado la concentracién de cobre en la muestra 18, la de plomo
en la 23, la de cadmio en la 28, y la zinc en la 35. Considerando como adiciones estdndar las
adiciones realizadas de cada uno de los analitos respectivos cuando no se afiadfa ningin otro
metal, se han construido 4 rectas de regresién univariante cuyos pardmetros de ajuste se
encuentran en la Tabla II1.4.3. En la misma se muestran, ademas los resultados del método
de adicién estdndar aplicado para cada analito, la concentracién calculada a través de dicho

procedimiento y el error asociado con ella.

En dicha tabla, se observa que los errores no son tan considerables como los obtenidos
en el capitulo anterior, Tabla III.3.3, cuando se utilizé este mismo procedimiento (algunos
alrededor de 40%), pero ain asi no pueden considerarse despreciables. En este caso, los
errores mayores estdn asociados con los analitos que se hallan en concentraciones menores,
plomo y cadmio, mientras que son un poco menores los correspondientes a cobre y zinc. Esto

parece indicar que, en el andlisis univariante y en las condiciones en las que se ha llevado a
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Tabla IIL.4.3 Resultados del método de adicién estdndar aplicado a las muestras del

calibrado D.

Regresién Cobre Plomo Cadmio Zinc

Pendiente 0.12 0.13 0.12 0.07
Término independiente 17.66 7.15 4.70 22.48
- 0.9984  0.9929 09984  0.9992
Syx 0.42 0.34 0.11 0.39
Nimero de muestra 18 23 28 33
Concentracién calculada (nM) 145.49 53.86 37.90 327.15
Error relativo (%) 6.77 12.46 9.14 3.36

2

cabo la experiencia, la interferencia debida a la formacién de compuestos intermetdlicos
influye en las determinaciones llevadas a cabo en menor medida que el hecho de que los

analitos se encuentren en concentraciones muy bajas.

A pesar de que estos resultados no sefialan que el andlisis univariante sea inviable, hay
que considerar el hecho de que, si se siguiera este procedimiento para determinar la
concentracién de estos cuatro metales en una misma muestra, el esfuerzo experimental
implicado en cada medida serfa muy grande. En principio, seria necesario disponer de cuatro
alicuotas de la solucién problema, sobre cada una de ellas se llevarian a cabo tres adiciones
del patrén correspondiente, realizdndose tras cada adicién una medida voltamperométrica
segun el procedimiento experimental indicado. Esto equivale a decir que, en conjunto, seria
necesario preparar y medir un total de 16 muestras diferentes para llevar a cabo la
determinacién de los cuatro analitos en una tnica muestra problema. El procedimiento
completo deberia repetirse en el caso de que se quisiera determinar la concentracion de estos
metales en una nueva muestra, lo cual implica la necesidad de realizar un gran esfuerzo

experimental con cada una de las muestras problemas de que se disponga.

Con la finalidad de reducir de forma significativa el esfuerzo experimental que se
requiere para llevar a cabo la determinacién de los cuatro analitos en un conjunto de muestras
problema, se propone la utilizacién de una metodologia multivariante que permita construir

modelos de calibrado multivariantes capaces de determinar de forma simultdnea los cuatro



111.4 Interferencia de compuestos intermetdlicos en voltamperometria de redisolucion 191

analitos en cualquier muestra problema, y que para ello tengan en cuenta las posibles

relaciones internas que puedan existir entre los distintos analitos.

I11.4.4 Analisis multivariante

I11.4.4.1 Construccion y evaluacion de modelos PLS

Construccion de los modelos PLS

Se han construido modelos PLS para cada uno de los analitos que constituyen los calibrados
C y D, por lo que se dispone de un total de 8 modelos de regresion independientes, cuatro
para cada calibrado. En el desarrollo de cada modelo PLS se han considerado como variables
predictoras los 198 valores de intensidad registrados a intervalos equidistantes de potencial
entre -1.11 V y 0.072 V. Las correspondientes matrices de datos, C y D, estdn constituidas
por 36 filas u objetos (todas las muestras medidas ambos calibrados) y por 198 columnas (las
variables predictoras registradas en cada una de las muestras). Los objetos se encuentran
distribuidos entre el conjunto de aprendizaje (las 28 muestras de calibrado) y el conjunto test
(las 8 muestras que se encuentran marcadas en la Tabla II1.4.1 con una f). La variable

respuesta ha sido, en cada caso, la concentracién del analito de interés.

En estas condiciones los modelos PLS se han construido a partir de los datos
originales (sin normalizar) y utilizando un método de validacién cruzada [22, 23] para evaluar

la estabilidad y la capacidad de prediccién de los modelos construidos.

Evaluacion de los modelos PLS

Los valores de varianza explicada y varianza en prediccién correspondientes a los modelos
PLS construidos para ambos calibrados se muestran en las Tablas I11.4.4 y IT1.4.5. Analizando
en primer lugar los resultados del calibrado C, y segtn el criterio de hacer mdxima la varianza
explicada en prediccién, se considera que el modelo correspondiente al cobre se d(j:bc
construir tomando 8 variables latentes, 7 en los modelos correspondientes a plomo y cadmio,

y 6 en el modelo desarrollado para el zinc. Se puede observar c6mo los valores recogidos en
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esta tabla reflejan la gran variabilidad existente entre los voltamperogramas que constituyen

el conjunto de aprendizaje del calibrado C.

En cuanto a los errores correspondientes a las muestras del conjunto test del calibrado
C, que se encuentran en la Tabla II1.4.6, cabe sefialar que al menos 22 de ellos son menores
del 5%, y tan sélo uno de ellos estd por encima del 10%. En este ultimo caso, que se
corresponde con la muestra nimero 30, destaca el hecho de que todos los errores relacionados
con ella son elevados, lo cual sefiala la posibilidad de que esa muestra pudiera ser un dato
anémalo dentro del calibrado C.

Resultados andlogos se han obtenido con los modelos PLS del calibrado D en lo que
se refiere a los valores de varianza explicada y a los errores relativos de las muestras del
conjunto test, que se encuentran en las Tablas II1.4.5 y I11.4.7, respectivamente. En este caso,
son necesarias diez variables latentes en el modelo PLS correspondiente al cobre, ya que los
valores correspondientes a la varianza explicada y a la varianza explicada en prediccién para
la decimoprimera variable latente son 99.90 y 95.38% respectivamente. Los modelos restantes
estardn constituidos por 4 variables latentes en el caso del plomo, 8 en el del cadmio y 5 en
el del zinc. Los errores correspondientes a las muestras del conjunto test de este calibrado son

parecidos a los obtenidos para el calibrado C.

Si se comparan los errores de la Tabla II1.4.7 con los obtenidos para esas mismas
muestras de calibrado mediante el procedimiento de adicién estindar univariante llevado a
cabo previamente, Tabla II1.4.3, se observa que, en todos los casos, el uso de la regresién
multivariante PLS ha mejorado los resultados obtenidos. Por otro lado, una vez que se han
preparado los 28 patrones de calibrado y construido los modelos PLS, es posible determinar
la concentracién de cobre, plomo, cadmio y zinc de cualquier muestra problema en la que la

concentracién de estos metales se encuentre dentro del rango considerado en el calibrado.

En un intento por dar una interpretabilidad quimica a las variables latentes, se han
analizado los loadings correspondientes a cada uno de los modelos PLS construidos para el
calibrado C, representados en las Figuras I11.4.3 a I11.4.6 para los analitos respectivos, siendo
éstos muy similares a los obtenidos para el calibrado D. Estos grificos sefialan cémo la
primera variable latente estd relacionada, en todos los casos, con las direcciones de médxima
variabilidad de las variables predictoras, ya que éstas no han sido autoescaladas previamente,
y por ello reproducen la forma de los voltamperogramas registrados. De hecho, la varianza

explicada por la primera variable latente es considerable en el caso de los modelos
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Tabla II1.4.4 Varianza explicada en funcién del mimero de variables latentes (V.L.) seleccionadas para los
modelos PLS construidos en el calibrado C.

g Cobre Plomo

VL Bloque Y ° Bloque X - Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 34.72 37.04 82.05 - = 82.02
2 87.96 87.49 90.94 73.11 6.15 83.76
3 92.01 88.12 93.85 85.33 82.87 93.67
4 92.75 88.31 95.55 94.90 92.45 95.87
5 93.92 88.99 97.37 95.40 93.16 97.71
6 98.19 93.74 98.06 98.35 94.67 98.07
7 08.82 95.19 98.24 98.90 95.95 98.26
8 99.21 95.26 98.44 99.39 94.96 98.44
9 99.64 94.96 98.51 99.77 94.86 98.44
10 99.87 94.66 98.60 99.91 94.59 98.66

Cadmio Zinc

VL Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 = = 82.02 49.28 48.11 82.02
2 46.03 16.18 84.50 94.31 94.14 90.92
3 68.84 68.34 93.12 96.18 95.25 93.85
R 91.04 84.38 95.69 96.53 94.83 95.69
5 93.34 88.82 97.89 97.55 ~ 94.48 96.79
6 96.82 93.29 98.17 98.59 97.49 98.17
7 97.90 94.48 98.35 98.97 9737 98.35
8 98.87 92.55 98.42 99.59 97.15 98.44
9 99.72 92.73 98.43 99.85 97.15 98.46
10 99.90 92.48 98.44 99.90 97.04 98.59
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Tabla III.4.5 Varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V.L.) seleccionadas para los
modelos PLS construidos en el calibrado D.

Cobre Plomo

VL Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 37.51 39.27 81.82 - E 81.82
2 90.20 89.53 90.36 83.38 56.20 82.91
3 93.53 92.80 93.18 87.48 86.47 91.45
4 94.24 93.22 95.36 97.86 97.60 95.45
5 94.53 93.70 96.91 97.99 97.50 97.27
6 96.06 94.64 97.64 98.73 96.87 97.45
7 97.65 95.16 98.09 99.26 97.28 97.64
8 98.60 95.26 98.36 99.37 97.37 98.36
9 99.50 95.45 98.55 99.65 97.20 98.51
10 99.77 95.54 98.55 99.87 96.94 98.55

Cadmio Zinc

V.L Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 - - 81.82 48.25 47.62 ) 81.82
2 50.36 - 83.27 9481 94.99 90.36
3 63.07 63.25 92.18 97.41 97.21 93.55
4 89.12 84.64 95.09 97.63 97.08 95.18
5 91.77 90.84 97.27 97.96 97.29 96.45
6 95.67 91.84 97.55 98.41 96.79 97.73
7 96.81 92.90 98.09 98.85 96.88 98.18
8 97.97 94.08 95.45 99.20 96.75 95.45
9 99.26 93.97 98.51 09.73 96.51 98.49
10 99.62 93.55 98.55 99.90 96.57 98.51
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Tabla I11.4.6 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras del conjunto test con los modelos PLS
del calibrado C.

Nimero Analito
de muestra  Copre  Plomo Cadmio  Zinc
18 107 671 196 147
20 296 28 063 050
23 -476 803 178  -0.82
25 161 200 295 -183
28 601 321 -771 885
30 1138 790 738 524
33 -1.55  -041 -388  0.12
35 328 394 -007 0.1

Tabla I11.4.7 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras del conjunto test con los modelos PLS

del calibrado D.

Nimero Analito
de muestra  Copre Plomo Cadmio  Zinc
18 209 931 284  -352
20 1308 -555  -199  1.79
23 060 211 1081 644
25 495 781 588  5.10
28 900 -147 -538  -0.30
30 040 253 -383 285
33 579 237 078 005
35 014 297 369  3.00

construidos para el cobre y el zinc, mientras que no es significativa en los modelos

correspondientes al plomo y al cadmio. Esto se debe a que la magnitud de las variables

predictoras relacionadas con estos dos ltimos analitos es mucho menor que la de los dos

primeros.
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Figura IIL4.3 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el cobre en el calibrado C.

Por el contrario, la segunda variable latente parece estar relacionada con la
concentracién del analito que determina cada uno de los modelos construidos, estando
asociada en todos los casos con incrementos importantes en los valores de varianza explicada.
En las Figuras II1.4.3 y II1.4.6, correspondientes a cobre y zinc respectivamente, se puede
observar cémo la segunda variable latente estdi modelando en ambos casos la interaccién
existente entre ambos analitos, que posiblemente esté relacionada con la formacién de
compuestos intermetdlicos. Los loadings representados en esas dos figuras evidencian la
oposicién existente entre las concentraciones de ambos analitos y sus sefiales respectivas, la
presencia o ausencia de uno de ellos implica una disminucién o un incremento de la sefial
correspondiente al otro. Las variables latentes restantes poseen estructuras idénticas en ambos
modelos, considerdndose en éstas la influencia que los demds analitos tienen sobre la

determinacién del analito de interés y otras posibles fuentes de variabilidad.
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Figura IT1.4.4 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el plomo en el calibrado C.

En los modelos correspondientes a plomo y cadmio la varianza en prediccién para la
segunda variable latente no experimenta el mismo incremento que la varianza explicada. Ello
parece indicar que, para estos dos analitos, los modelos construidos con dos variables latentes
se ajustan excesivamente a los objetos que forman cada uno de los grupos de cancelaci6n
utilizados, siendo por esta razén incapaces de modelar fenémenos asociados con objetos que
se encuentren fuera de éstos. No obstante, esta componente parece estar relacionada en ambos
casos con el modelado de la sefial correspondiente al zinc frente al resto del voltamperograma,
aunque para completar el modelo PLS se hace necesaria la inclusién de otras variables
latentes. De hecho, los loadings correspondientes a la tercera variable latente tienen una
estructura muy similar a la observada para la segunda variable latente en los modelos
construidos para cobre y zinc, evidenciando el hecho de que también los modelos PLS

construidos para plomo y cadmio se ven en la necesidad de modelar esa interferencia.
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Figura II1.4.5 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para cadmio en el calibrado C.

La cuarta variable latente tiene un peso importante en los modelos construidos para
cadmio y plomo, mientras que las variables latentes restantes suponen pequefios incrementos
de varianza explicada y tienen una estructura menos definida, por lo que parecen modelar

pequefios matices de variabilidad de las variables predictoras.

I11.4.4.2 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento PDS

Este método de transferencia de calibrado se va a utilizar para transferir el calibrado C a las
muestras obtenidas en la situacién D. Por lo tanto, se trata de nuevo de una transferencia de
calibrado a lo largo del tiempo, con la que se trata de reducir el nimero de muestras

necesarias para determinar estos cuatro metales en calibrados posteriores.



111.4 Interferencia de compuestos intermetdlicos en voltamperometria de redisolucion 199

1*V.L
S
g B
2*V.L
o
= 3

0.2} : , - 02t | '

-1 -08 -06 -04 -02 O -1 -08 -06 -04 -02 0

Potencial / V Potencial / V
0.21 0.2
- |
~ 0 0
o) e
-0.2 ) ) -0.2F
-1 -08 -06 -04 -02 O -1 -08 -06 -04 -02 O
Potencial / V Potencial / V
0.2}
-
>
o
i i N -0.2' e e A A
-1 08 -06 -04 -02 0 -1 -08 -06 -04 -02 O
Potencial / V Potencial / V

Figura II[.4.6 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el zinc en el calibrado C.

Aplicacion de la funcion "pdsgen”

Para llevar a cabo el procedimiento de transferencia de calibrado se ha utilizado nuevamente
la funcién "pdsgen" definida anteriormente. Se ha analizado la influencia sobre el
procedimiento de transferencia de calibrado de algunos tamafios de ventana y diferentes
conjuntos de transferencia con el fin de encontrar sendos valores de ambos pardmetros que
resulten adecuados para llevarlo a cabo. En este caso se han utilizado los pardmetros de

entrada/salida siguientes:
[F,sub] = pdsgen(C,D,w,no)
los cuales se corresponden con

C: Matriz con los voltamperogramas del calibrado C, es decir, los registrados en la

situacién C. Tiene de dimensiones 36 filas (muestras) por 198 columnas (potenciales).
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D: Matriz con los voltamperogramas del calibrado D, es decir, los obtenidos en la
situacién D. Tiene idénticas dimensiones que C, y sus elementos se encuentran en el

mismo orden.

w: Escalar que indica el nimero de variable predictoras que forman parte de la ventana
moévil que se utiliza en el cdlculo de la matriz de transferencia. En las transferencias
de calibrado llevadas a cabo en el andlisis se han utilizado los siguientes tamafios de

ventana: 3, 5,7, 9, 11 y 13.

no:  Vector fila en el que se indican los indices de las muestras que forman cada uno de

los subconjuntos de transferencia, los cuales se hallan especificados en la Tabla II1.3.8.

Como resultado de los distintos procedimientos de transferencia llevados a cabo con
los distintos no y w se dispone de un total de 72 matrices de transferencia diferentes e
independientes entre si, todas ellas con dimensiones 198 x 198, que se han utilizado
posteriormente para transformar los voltamperogramas correspondientes a las muestras del
calibrado D. Una vez que se dispone de las sefiales del calibrado D corregidas, se ha
calculado la concentracién de los cuatro analitos en las mismas, y a partir de estos valores

se han estimado los correspondientes a SEP y SET.

Andlisis de los resultados

Para estudiar el efecto que tienen el tamafio de ventana y los subconjuntos de transferencia
sobre los procedimientos de transferencia de calibrado llevados a cabo, se han tenido en
consideracién los valores de SEP y SET obtenidos en dichos procedimientos. Los valores del
SEP, cuya variacién respecto de no y w sigue las mismas pautas que los correspondientes al
SET, se encuentran representados a través de las superficies de respuesta y las curvas de nivel
en las Figuras I1.4.7 a II1.4.10 para cada uno de los analitos. Parece claro que, en las
transferencias de calibrado realizadas con determinados conjuntos de transferencia, la
influencia del tamafio de ventana sobre las mismas es nulo o pricticamente despreciable,
como ocurre para los subconjuntos de transferencia 1, 4, 5, 6 y 7, que proporcionan buenos
resultados en casi todos los casos. Sin embargo, los valores de SEP obtenidos en las
transferencias de calibrado llevadas a cabo con otros conjuntos de transferencia se encuentran

mds ligados al tamafio de ventana seleccionado.

Un andlisis mds detallado de la dependencia de los valores de SEP con no y w se ha

realizado mediante la representacién de los diagramas Box plot correspondientes, Figuras
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I.4.11 a I11.4.14, y los test de agrupamientos para la media de Tukey y Newman-Keuls, que
se encuentran en las Tablas I11.4.8 a II1.4.11.

En las gréficas correspondientes a los diagramas Box plot, €stos parecen indicar que
los tamafios de ventana mayores se asocian con errores mis pequefios, salvo en el caso del
cadmio, para el que el valor w = 5 proporciona el minimo valor de SEP. Los test de Tukey
y Newman-Keuls confirman esta interpretacién, sefialando el hecho de que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de SEP que proporcionan los
tamaiios de ventana mayores, incluso en lo que se refiere al cadmio. De hecho, las curvas de
nivel de las Figuras II1.4.7 a II1.4.10 indican que, para muchos de los conjuntos de
transferencia, los valores minimos de SEP se pueden relacionar con los tamafios de ventana
mayores, y en los casos en que no es asf, la influencia de w sobre los valores de SEP
obtenidos es minima. Por tanto, parece 16gico analizar con més detalle las transferencias de
calibrado que se corresponden con esos tamafios de ventana, por esta razén se ha seleccionado

el valor w= 13.

Sin embargo, como ya se ha sefialado anteriormente, los resultados de los
procedimientos de transferencia realizados con los diferentes subconjuntos de transferencia
dependen en gran medida del analito de que se trate. En las curvas de nivel correspondientes
a cobre y plomo se observa cémo el conjunto de transferencia 8 es el que estd ligado en
ambos casos con los valores de SEP minimos, mientras que para el cadmio son los conjuntos
5, 6 y 7 los que proporcionan los SEP mds bajos, y por tltimo, es el subconjunto 9 en el caso
del zinc. Los diagramas Box plot permiten evaluar mds claramente la influencia de estos
conjuntos sobre los valores de SEP frente al resto de los conjuntos de transferencia, y
conducen a idénticas conclusiones. Incluso los test de agrupamientos llevados a cabo no
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre ellos, salvo en casos muy

concretos.

Con el fin de tener suficientes herramientas de juicio para evaluar la calidad de las
determinaciones llevadas a cabo mediante los procedimientos de transferencia de calibrado
sefialados en dltimo lugar, se han tenido en consideracién los errores correspondientes a las
muestras del conjunto test. Entre los resultados a que conducen los conjuntds de transferencia
5, 6 y 7, no existen en ningtn caso diferencias estadisticamente significativas, segiin sefialan
los test de agrupamientos realizados, y en estas condiciones, el conjunto de transferencia mas
indicado deberia ser el que implica menor esfuerzo experimental, es decir, de esos tres

conjuntos de transferencia el mejor serfa el conjunto 5. Por ello, en la Tabla II1.4.12 se
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Figura II1.4.11 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado realizada para el cobre.
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Figura I11.4.12 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado realizada para el plomo.

muestran los errores correspondientes a las muestras del conjunto test de las transferencias
de calibrado llevadas a cabo con los subconjuntos de transferencia 5, 8 y 9, y con un tamaifio

de ventana 13.
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Figura I11.4.13 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de

calibrado realizada para el cadmio.
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Figura IIL4.14 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado realizada para el zinc.

En la Tabla II.4.13, se muestran los valores de SEP y SET obtenidos con los
conjuntos de transferencia sefialados anteriormente, en las condiciones de transferencia de
calibrado indicadas, ademds de los calculados a partir de las concentraciones obtenidas por

los modelos PLS construidos inicialmente con los calibrados C y D. Para establecer
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Tabla I11.4.8 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes al

cobre.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey Newman-Keuls
1 17.5758 X X 13 21.7258 X X
7 17.6106 X X 11 22.6840 X X
6 17.8800 X X 9 23.0345 X X
5 17.9823 X X 7 23.7479 X X
12 19.8091 X XX 5 23.9433 X X
11 19.8438 X XX 3 24.8256 X X
8 19.9704 X XX
4 20.1236 X XX
9 22.5322 XX XX
3 23.5742 XX X
10 27.5196 X X
2 55.5011 X X

comparaciones con estos ultimos valores hay que tener en cuenta el hecho de que los modelos
PLS fueron construidos especificamente para cada uno de los conjuntos de datos de los
calibrados C y D, y que por tanto, en estos casos los valores del SET deberian corresponderse
con el mejor ajuste posible. Por otro lado, los valores de SEP y SET obtenidos como
resultado del procedimiento del transferencia son comparables en cualquier caso con los
correspondientes al calibrado D, ya que éstos evalian exactamente las mismas muestras de
calibrado.

El andlisis conjunto de ambas tablas confirma las consideracién realizadas
anteriormente. Asi, el conjunto de transferencia 8 proporciona los mejores resultados para
cobre y plomo, siendo éstos comparables a los obtenidos por sus propios modelos (modelos
PLS del calibrado D). A este respecto, destaca lo amplia que es la diferencia existente entre
los valores de SEP y SET de los modelos PLS construidos para el cobre en ambos calibrados,
respecto del resto de los analitos. Ello se debe al elevado niimero de variables latentes que

componen cada uno de los modelos PLS correspondientes al cobre ya que, cuanto mayor sea
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Tabla IIL.4.9 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes al

plomo.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
- _— Grupos homogéneos I\-Iivel —_— Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
4 4.7790 X X 13 4.6882 X X
7 5.0023 X X 11 4.8594 X XX
6 5.0509 X X 9 5.1483 X XX
5 5.1029 XX X 7 5.6345 X XX
1 5.3874 XX XX 5 5.9159 X X
3 5.5882 XX XX 3 7.7252 X X
10 5.6713 XX XX
2 5.8461 XX XX
8 6.0693 XX XX
11 6.0880 XX XX
12 © 6.2726 XX XX
9 7.0849 X X

éste, mds se ajustan las regresiones multivariantes a los conjuntos de aprendizaje utilizados
en la construccién de las mismas, proporcionando por tanto errores menores para las muestras
del conjunto de aprendizaje. Para evitar que se produzca un sobreajuste de la regresion, esta
caracteristica de los modelos PLS ha de evaluarse simultineamente con la capacidad de
prediccién de los mismos, para evitar la posibilidad de obtener modelos de regresién que
evalien perfectamente el conjunto de aprendizaje utilizado en su construccién, pero con nula

capacidad para predecir muestras ajenas al mismo.

En cuanto a las transferencias de calibrado realizadas en la determinacién de zinc,
indudablemente, el conjunto que habria que seleccionar como 6ptimo es el conjunto 9, ya que
los conjuntos de transferencia 5 y 8 proporcionan valores de SEP mucho mayores, ¢ incluso,
el conjunto 8 conlleva un valor de SET muy elevado. En el andlisis llevado a cabo para este
analifo, el conjunto de transferencia 9 mejora los resultados obtenidos incluso por el propio
modelo PLS del calibrado D, que se encuentran en la Tabla II1.4.7, aunque esto no se puede

hacer extensivo al resto de los metales.
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Tabla II1.4.10 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes

al cadmio.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey = Newman-Keuls
7 2.2909 X X 13 3.1091 X X
6 2.3340 X X 11 3.1406 X X
5 2.3438 X X 9 3.3716 X X
1 2.4198 X X 7 3.7100 X X
4 2.7311 X X 5 3.9340 XX X
3 2.7723 X X 3 4.9949 X X
11 2.9798 X X
12 3.1036 X X
9 3.6974 XX X
8 5.3228 XX
10 5.8554 X X
2 8.6697 X X

Sin embargo, los valores de SEP obtenidos para el cadmio con esos tres conjuntos de
transferencia no se diferencian apenas entre si, ni tampoco de los que resultaron con los
modelos PLS de ambos calibrados. En este caso, las diferencias mds importantes se
encuentran en los valores de SET, los cuales sefialan como conjunto éptimo el conjunto de
transferencia 5, tal y como ya habian concluido los andlisis realizados anteriormente para este

analito.

En principio, a la vista de los resultados, resulta evidente que no existe un dnico
conjunto de transferencia que proporcione resultados aceptables para los cuatro analitos al
mismo tiempo. No hay que olvidar que la finalidad que se persigue al utilizar este
procedimiento de transferencia de calibrado es disminuir el esfuerzo experimental requerido
cuando se trata de recalibrar un mismo instrumento a lo largo del tiempo. Por tanto, la
necesidad de disponer de tres conjuntos de transferencias distintos para llevar a cabo la
determinacién de los cuatro analitos supondria la necesidad de disponer de un total de 14

muestras de calibrado, ya que los subconjuntos de transferencia 8 y 9 se encuentran incluidos
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Tabla II1.4.11 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes

al zinc.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
- o Grupos homogéneos A i Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey = Newman-Keuls
9 21.7560 X X 13 25.4949 X X
1 22.1254 X X 11 26.6259 ) 0.4 X
6 242151 X X 9 28.4894 XXX XX
i 24.4741 X X 7 30.5734 XXX X
5 25.1898 X X 5 31.7373 XX X
12 25.3841 X X 3 35.1217 X X
11 25.9384 X X
4 28.1853 XX X
10 34.6296 X X
3 35.1591 X X
2 143.7387 X X
8 45.2896

en el conjunto 5, lo que implicaria la mitad de las muestras correspondientes a una

recalibracién completa.

Por otro lado, también se podria contemplar la posibilidad de emplear tinicamente los
subconjuntos de transferencia 8 y 9 en el procedimiento de transferencia de calibrado,
utilizando el conjunto 9 para la transferencia de calibrado del cadmio y el zinc, y el 8 en las
correspondientes a cobre y plomo. Esto supondria que tnicamente seria necesario medir 6
muestras patrén en la nueva situacién. En este sentido, se ha aplicado el procedimiento de
transferencia de calibrado completo utilizando un conjunto de transferencia formado por los
subconjuntos 8 y 9, sin que los resultados hayan mejorado los obtenidos anteriormente al usar
los dos subconjuntos de transferencia por separado en los diferentes procedimientos de

transferencia de calibrado llevados a cabo.

En este caso, la gran variabilidad observada entre las variables predictoras de uno y
otro calibrado, que también qued¢ reflejada en los modelos PLS construidos en un primer

andlisis, influye de manera importante en el procedimiento de transferencia de calibrado
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Tabla III.4.12 Errores relativos (en %) obtenidos para las muestras del
conjunto test en la transferencia de calibrado llevada a cabo
con un tamaiio de ventana 13.

Niimero Analito
" de muestra Cobre Plomo Cadmio Zinc
18 10.26 -3.75 10.59 -4.74
20 -16.64 -9.73 -3.09 2.44
23 -1.11 -5.52 4.19 7.12
25 3.00 7.93 3.70 7.74
’ 28 -5.04 -4.87 -6.13 2.66
30 -3.89 -1.38 -3.52 5.67
33 6.21 -0.80 0.47 1.48
35 3.68 1.24 2.44 6.68
18 0.92 -4.79 6.95 -12.07
20 -8.93 -7.46 0.16 6.03
23 2.89 -2.85 1.84 -4.21
25 5.25 4.34 -1.24 -1.96
’ 28 -3.36 -4.92 -1.48 -6.28
30 -1.72 -5.82 -9.80 1.12
33 11.60 -0.11 131 -7.99
35 6.64 0.19 -0.58 -4.14
18 -10.34  -13.19  -4.33 -8.48
20 -14.51  -11.25 -6.93 -2.91
23 -6.96 -11.71 -2.76 0.45
25 3.79 4.19 2.08 1.98
2 28 -10.54 -9.16 -12.16 -1.19
30 -10.76 -6.45 -5.44 2.90
33 4.74 -3.56 -2.02 -2.28

35 5.38 -0.02 1.46 0.91
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Tabla II1.4.13 Valores de SEP y SET correspondientes a las transferencias de
calibrado llevadas a cabo con el procedimiento PDS.

Analito
noe Error
. Cobre Plomo Cadmio Zinc
SEP 18.12 4.27 2.58 26.77
5

SET 17.97 4,78 3.80 22.83
. SEP 14.83 3.48 2.75 29.14
SET 16.39 4.45 6.36 40.82
5 SEP 19.79 6.10 2.61 15.58
SET 23.90 6.13 5.55 17.95
SEP 15.12 4.19 2.70 17.28

Calibrado D
SET 2.40 3.13 1.92 18.88
SEP 10.63 3.52 2.66 17.73

Calibrado C
SET 4.71 1.88 2.01 15.33

realizado. Evidentemente, este procedimiento no puede llegar a considerar aquellas fuentes
de variabilidad que no pudieron ni siquiera ser modeladas por los calibrados PLS construidos
al comienzo del andlisis multivariante. Es decir, este procedimiento de transferencia de
calibrado se va a encontrar siempre con la limitacién impuesta por la calidad del ajuste que
se haya realizado en el modelo de regresién multivariante construido con los datos del
calibrado patrén. Del mismo modo, posibles fuentes de variabilidad que puedan existir en los
datos de la situacién satélite, siempre y cuando éstas no hayan sido modeladas de forma
simultdnea por las regresiones PLS construidas a partir de la situacién patrén, ejercerd
inevitablemente un efecto desestabilidador en los resultados ofrecidos por este u otros

procedimientos de transferencia de calibrado.

II1.4.4.3 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT

La transferencia de calibrado entre las situaciones C y D se ha realizado también a través del

procedimiento GCT. En este caso, para llevar a cabo el anlisis se han utilizado nuevamente
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las matrices C y D, asf como los subconjuntos de transferencia que se indican en la Tabla

I11.3.8, es decir, los mismos que en el apartado anterior.

Aplicacién de la funcion "gct”

La funcién "gct", definida anteriormente, se ha utilizado para transferir el calibrado C a la

situacion D. Los pardmetros de entrada/salida introducidos han sido:

[F,sub] = gct(C,D,15,n0,3,Acer)
En donde los pardmetros C, D, no y sub coinciden con lo sefialado en el procedimiento de
transferencia de calibrado utilizado en el apartado precedente y, como ya se ha indicado
anteriormente, los valores 15 y 3 sefialan, respectivamente, el niimero madximo de variables
latentes y el nimero de grupos de cancelaciéon del modelo PLS construido para calcular la

matriz de transformacién de los coeficientes, F, que tiene de dimensiones 198 x 198.

Este procedimiento de transferencia de calibrado permite calcular las concentraciones
de las muestras del calibrado D, utilizando para ello el modelo de regresién de la situacién
C corregido. Por tanto, también en este caso se dispone de los valores de SEP y SET, que se
han obtenido como resultado de aplicar procedimientos de transferencia independientes, en
cada uno de los cuales se utiliza un conjunto de transferencia diferente. Los valores
correspondientes a ambos errores se encuentran representados, para cada uno de los analitos

a determinar, en las Figuras I11.4.15 a I11.4.18.

Andlisis de los resultados

Dichas figuras sefialan cémo el conjunto de transferencia que conduce a los mejores
resultados, pricticamente para todos los analitos, es el conjunto 1, en el cual estdn incluidas
las 28 muestras del conjunto de aprendizaje utilizado en la construccién de los modelos PLS.
En este caso, este procedimiento de transferencia de calibrado, que como su propio nombre
indica, es un procedimiento global, ofrece mejores resultados cuando dispone de toda la

informacién posible.

Ninguno de los conjuntos de transferencia restantes destaca por estar asociado con
errores bajos en las transferencias llevadas a cabo para los cuatro analitos. En todo caso, los
conjuntos 5 y 9 podrian seleccionarse como ejemplos de las tendencias que se observan en
dichas figuras. Los resultados asociados con el conjunto 5 coinciden bastante con los

correspondientes a los conjuntos 6 y 7, siendo bajos, en general, los valores de SET para estos
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Figura II1.4.15 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el cobre.
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Figura II1.4.16 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el plomo.
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Figura II1.4.17 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el cadmio.
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Figura II1.4.18 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el zinc.
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conjuntos. Mientras que el conjunto 9 proporciona buenos resultados en las transferencias de

calibrado realizadas con el plomo y el zinc.

En la Tabla II1.4.14 se muestran los errores correspondientes a las muestras del
conjunto test ¢uando se ha realizado la transferencia de calibrado mediante el procedimiento
GCT utilizando los conjuﬁtos de transferencia 1, 5 y 9, dado que éstos parecen ser los
subconjuntos de transferencia mds idéneos. Al analizar dicha tabla, se confirma el hecho de
que no = 9 conduce a los errores menores en la transferencia llevada a cabo para el zinc,
proporcionando unos resultados excelentes para este analito. Sin embargo, en lo que se refiere
a cadmio y plomo, para los cuales no = 5 debia proporcionar los mejores resultados después
de no = 1, se observa que algunos de los errores asociados con la transferencia de calibrado
son especialmente elevados. Para el cobre, los resultados proporcionados por ambos conjuntos

de transferencia también se encuentran asociados con errores importantes.

En cualquier caso, estos errores son mayores que los obtenidos cuando se aplicé el
procedimiento de transferencia PDS para llevar a cabo la transferencia de calibrado entre estos
dos conjuntos de datos, Tabla II[.4.12, y ademds implican un nimero mayor de muestras
patrén en la situacién satélite. En este caso no es posible reducir el nimero de muestras
necesarias para llevar a cabo la transferencia de calibrado con el conjunto de transferencia 5,

que estd constituido por un total de 16 muestras.

Por tanto, al igual que en el andlisis llevado a cabo para estos cuatro analitos por
polarografia, los resultados proporcionados a través del procedimiento de transferencia PDS,
asi como las condiciones experimentales que se requieren para realizar el mismo, sefialan a
éste como el procedimiento de transferencia de calibrado mds adecuado para llevar a cabo
posteriores determinaciones de cobre, plomo, cadmio y zinc por voltamperometria diferencial

de impulsos con redisolucién anddica.
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Tabla I11.4.14 Errores relativos (en %) obtenidos para las muestras del
conjunto test en la transferencia de calibrado llevada a cabo
mediante el procedmiento GCT.

o Nimero Analito
de muestra Cobre  Plomo Cadmio  Zinc

18 -4.52 -9.43 7.69 -2.32
20 -6.13 -4.50 2.77 -0.16
23 7.16 3.24 9.62 4.85
25 11.79 8.79 11.26 2.76

l 28 -3.01 -2.29 0.88 0.21
30 -4.33 -1.11 -2.24 1.76
33 8.88 -1.75 1.05 -2.39
35 9.70 3.90 7.84 2.84
18 -15.40 -14.88 4.52 -4.88
20 -6.46 -343 7.84 437
23 6.65 0.37 9.33 6.95
25 16.84 9.82 23.08 7.30

’ 28 -4.67 -3.48 5.94 0.98
30 -2.16 -0.29 0.37 5.48
33 10.50 -2.11 4.77 1.08
35 8.05 3.77 12.57 4.60
18 -11.28  -17.11 17.43 -3.49
20 -11.51 -597 -13.83 -0.34
23 -1.02 -0.90 -5.64 3.45
25 5.96 4.46 0.69 2.85

; 28 -6.92 -8.96 29.48 0.44
30 -12.90 -6.08 -19.14 0.28
33 5.37 -1.81 -6.46 -0.66
35 -0.14 -4.20 -3.32 1.28




III.5 SOLAPAMIENTO DE SENALES EN
MEDIDAS POLAROGRAFICAS

La determinacién simultdnea de varios analitos mediante el uso de técnicas electroanaliticas
puede complicarse en aquellos casos en que los potenciales de electrodo a los cuales se
produce la oxidacién o reduccién de las especies electroactivas se encuentran muy préximos,
tal y como ocurre en el andlisis simultdneo de plomo, estafio y cadmio. En la mayoria de los
casos se tiene como resultado un solapamiento de las respuestas experimentales que podria
dar lugar a un error analitico cuando se calculan las concentraciones correspondientes a dichos

analitos en una disolucién.

El solapamiento de las sefiales polarogrificas del estafio y el plomo, asi como la
marcada tendencia del estafio (IV) a hidrolizarse y polimerizar [152], son serios obstdculos
en la determinacién simultdnea de estos elementos por polarografia diferencial de impulsos.
Cuando la determinacién analitica se lleva a cabo en medio 4cido se evita la hidrdlisis del
estafio [153, 154]. Se suele utilizar 4cido clorhidrico como electrélito soporte, ya que en este
medio el estafio se encuentra estabilizado en forma de clorocomplejo. Sin embargo, en estas
condiciones experimentales la sefial polarografica del estafio aparece completamente solapada

con la correspondiente al plomo y muy préxima a su vez a la sefial polarogréfica del cadmio.

Para resolver este problema han sido propuestos muchos procedimientos, entre los
cuales se incluye la separacién completa del estafio mediante extraccién o destilacién [152,
155], la determinacién simultinea de algunos de estos analitos a través de un cambio de
medio o de matriz [156-158], la complejacién selectiva de cada metal [159-161], la adici6én
de agentes tensoactivos [162] o electrélitos adecuados [163-166], el uso de técnicas adsortivas

con redisolucién [167, 168], el uso de electrodos rotatorios [169], etc.

También se han puesto a punto procedimientos que no requieren de un tratamiento o
una metodologia experimental especial, para resolver problemas en los que aparecian sefiales
solapadas. Inicialmente se desarrollaron los métodos de polarografia substractiva [121] y el
propuesto por Bond y Grabaric [170]. La simulacién matemdtica de las sefiales totales, con
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la substraccién posterior de las sefiales individuales simuladas, ha dado peores resultados al
ser aplicada a técnicas voltamperométricas [171] que a otro tipo de técnicas,
fundamentalmente espectroscépicas. Sin embargo, el desarrollo de las técnicas de polarografia
derivada y voltamperometria derivada [121] sf que ha permitido afrontar algunos problemas
de este tipo, tales como la resolucién de picos solapados correspondientes a mezclas de
Cd(II)/In(IIT) y TI(I)/Pb(II) respectivamente, mediante polarografia diferencial de impulsos
[172].

La voltamperometria de onda cuadrada para casos reversibles [173] permite evaluar
mejor la resolucién del solapamiento de sefiales a través de la derivatizacién de los datos
obtenidos con esta técnica electroquimica. No obstante, se ha visto que para aquellos casos
en los que el grado de solapamiento es muy elevado, ni siquiera la inspeccién de la segunda
derivada conduce a buenos resultados [174]. Otras técnicas, tales como la voltamperometria
de corriente alterna, han sido aplicadas con éxito en la resolucién de algunas seiiales
solapadas [175, 176].

También las técnicas semidiferenciales o de deconvolucién son de gran interés en
problemas con sefiales solapadas [177, 178]. El uso de la transformada de Fourier en la
deconvolucién de polarogramas ha resultado una metodologia iitil. Brown y Brown [179] han
demostrado la aplicabilidad de un andlisis multicomponente para la resolucién de mezclas de
Cd(IT)/In(IIT)/Pb(II) mediante polarografia diferencial de impulsos utilizando filtros Kalman.
Esta metodologia también ha sido aplicada [180] en la determinacién de mezclas de
TI(I)/Pb(II), mejorando los resultados obtenidos por Binkley y Dessy [181].

Las técnicas de regresién multivariante sobre variables latentes también se muestran
ttiles en el desolapamiento de sefiales, debido a la capacidad que tienen para modelar sefiales
complejas y filtrar el ruido de fondo. Se ha puesto de manifiesto la posibilidad de utilizar una
regresién multilineal para desolapar picos procedentes de andlisis realizados mediante
polarografia diferencial de impulsos [182] y voltamperometria diferencial de impulsos [183].
Ni y otros [184] han comparado los resultados obtenidos con diferentes modelos de regresién
multivariante (MLR, PCR y PLS) en la determinacién polarogrifica simultdnea de pirazina
y sus derivados metilados, concluyendo que los modelos PLS y PCR conducen a los
resultados mds satisfactorios. En particular, el método PLS [15] ha sido aplicado ampliamente
en problemas de calibracién multivariante y/o multicomponente [9]. Entre las aplicaciones de
este método destaca su uso en el desolapamiento de sefiales procedentes tanto de sistemas

inorgdnicos [33, 148], como de mezclas binarias y ternarias de compuestos organicos [47-49].
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En este caso, la falta de especificidad en la sefial del estafio puede abordarse también
desde este punto de vista multivariante, utilizando la informacién contenida en todo el
polarograma, para determinar la concentracién de este elemento y, de forma simulténea, la
de plomo y cadmio. En este capitulo se ha llevado a cabo la determinacién simultinea de
estos tres analitos en muestras acuosas por polarografia diferencial de impulsos mediante un
calibrado multivariante PLS y, una vez finalizada esta etapa del andlisis, se ha realizado una
transferencia de calibrado a lo largo del tiempo para intentar reducir considerablemente el
esfuerzo experimental requerido en calibrados posteriores.

II1.5.1 Experimental. Determinacion de Pb, Sn y Cd
mediante DPP

Reactivos

Todos los reactivos utilizados han sido de calidad para andlisis y no se han realizado
posteriores purificaciones. Las disoluciones patrén correspondientes a dichos reactivos fueron
preparadas utilizando en todos los casos agua desionizada proporcionada por un sistema
Bamnstead NANO Pure II

Como solucién tampén se utilizé un medio suficientemente 4cido para favorecer la
estabilidad del estafio (IV), constituido por una disolucién HCl 0.1 M y H,C,0, 0.1 M, que
presentaba un pH = 0.177. El gas inerte utilizado para eliminar el oxigeno disuelto en las
disoluciones polarogréificas a analizar fue nitrégeno (99.997%).

Instrumental

Las medidas polarograficas han sido llevadas a cabo utilizando un procesador Metrohm 646
VA acoplado a un 647 VA equipado con un electrodo multimodo Metrohm (MME) que oper6
en el modo de electrodo de gota de mercurio estitica (SMDE). El sistema de tres electrodos
se complet6 con un electrodo de referencia Ag-AgCI/KCl 3 M y un electrodo de platino como
contraelectrodo. Las adiciones de disoluciones patrén fueron realizadas con una bureta
automética Metrohm 665 Dosimat. Las correspondientes medidas de pH se obtuvieron con
un Crison 2002 (= 0.001).
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Los andlisis de datos se han efectuado utilizando los paquetes PARVUS [57],
STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59].

Procedimiento experimental

Para llevar a cabo los andlisis se introdujeron 25 ml. de solucién tampén en una celda
polarogréfica, eliminando el oxfgeno disuelto en la misma burbujeando nitrégeno durante 10
minutos. Esta disolucién se analiz6 mediante polarografia diferencial de impulsos (DPP),
registrdndose la intensidad de corriente frente a 66 valores de potencial igualmente espaciados
entre -266 mV y -656 mV. Sobre la misma se realizaron diversas adiciones de las
disoluciones patrén, y tras cada una de ellas, la solucién polarogréfica fue desoxigenada de
nuevo durante 15 s, al tiempo que era agitada.

Los pardmetros experimentales seleccionados para realizar las medidas fueron los
siguientes: amplitud del impulso -50 mV, 4rea del electrodo 0.40 mm?, tiempo de vida de la
gota 0.6 s y velocidad de barrido -10 mV s™.

ITI1.5.2 Diseno del experimento

Como se ha indicado anteriormente, la forma en que se lleva a cabo la experimentacién en
un andlisis estd directamente relacionada con la informacién y los resultados que serd posible
obtener a partir del mismo y con el esfuerzo experimental requerido para ello. Estos aspectos

se tienen en consideracién cuando se utiliza un experimento disefiado.

El disefio experimental seleccionado para llevar a cabo la determinacién simultdnea
de plomo, estafio y cadmio se encuentra préximo a un disefio central compuesto, como el de
la Figura IL.3.1, correspondiéndose éste con los valores de concentracién de los distintos
analitos que se encuentran en la Tabla II.5.1. De este disefio forman parte las muestras 10,
12, 15, 17, 20 y 22, que se han incluido en el mismo como muestras test debido a que su
obtencién supone un minimo esfuerzo experimental adicional. Este disefio permite disponer
de cinco niveles de concentracién para cada uno de los tres analitos que se desea determinar

y, como ya se ha sefialado, es pricticamente ortogonal.
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de cinco niveles de concentraci6én para cada uno de los tres analitos que se desea determinar
y, como ya se ha sefialado, es pricticamente ortogonal.

Tabla III.5.1 Disefio experimental. Cada sfmbolo de la segunda columna indica que
se realizaron adiciones sobre una misma disolucién inicial,

T Disefio experimental Concentraciones (pM)
Plomo Estafio Cadmio Plomo Estaiio Cadmio
1 o 2 2 2 39063 6.6758 6.1242
2 o 2 2 4 3.8760 6.6240 12.1535
3 o 2 4 4 3.8462 13.1462 12.0600
4 o 4 4 4 7.6336 13.0458 11.9679
5 x 2 4 2 38760 132481 6.0767
6 x 4 4 2 7.6923 13.1462 6.0300
7 4 2 2 77519 6.6240 6.0767
8 4 2 4 7.6923 6.5731 12.0600
9 a 1 3 3 1.9455 9.9747 9.1506
10 » 2 3 3 3.8760 9.9360 9.1151
11 » 3 3 3 5.7915 9.8977 9.0799
12 & 4 3 3 7.6923 9.8596  9.0450
13 a 5 3 3 9.5785 9.8218 9.0103
14 O 3 1 3 5.8366 3.3249 9.1506
15 O 3 2 3 5.8140 6.6240 9.1151
16 O 3 3 3 5.7915 9.8977 9.0799
17 O 3 4 3 5.7692 13.1462 9.0450
18 O 3 5 3 5.7471 16.3697 9.0103
19 3 3 1 5.8366 9.9747 3.0502
20 - 3 3 2 5.8140 99360 6.0767
21 - 3 3 3 57915 9.8977 9.0799
3% » 3 3 4 5.7692 9.8596 12.0600
23 . 3 3 5 57471 9.8218 15.0172

Segiin este disefio se han llevado a cabo dos calibrados multivariantes en diferentes
dfas, obteniéndose los polarogramas que aparecen en las Figuras II1.5.1a-f y II1.5.2a-f, los
cuales se van a corresponder en adelante con los siguientes conjuntos de datos: calibrado E
(realizado en primer lugar) y el calibrado G (calibrado obtenido con posterioridad). Cada una

de las figuras consta de seis graficas, que se corresponden con las diferentes disoluciones
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Figura IIL.5.1a Polarogramas correspondientes al calibrado E, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.1b Polarogramas correspondientes al calibrado E, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.1d Polarogramas correspondientes al calibrado E, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.1e Polarogramas correspondientes al calibrado E, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.1f Polarogramas correspondientes al calibrado E, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.2a Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disoluci6n inicial.
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Figura IIL5.2b Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.2¢ Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disoluci6n inicial.
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Figura IIL5.2d Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.2e Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL5.2f Polarogramas correspondientes al calibrado G, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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En cada uno de los polarogramas registrados aparecen tres picos polarogrificos
correspondientes respectivamente a plomo, estafio y cadmio. Se observa que los picos
polarogriéficos del plomo y el estafio aparecen solapados, asi como parcialmente los del estafio
y el cadmio.

En estas circunstancias serfa posible estudiar desde un punto de vista univariante las
sefiales correspondientes al plomo y al cadmio, ya que sus sefiales polarograficas parecen
bastante bien definidas. Sin embargo, un andlisis univariante del pico del estafio resultarfa
inviable, ya que no existe un mdiximo de pico claro, sobre todo si se consideran las
concentraciones mas bajas. Debido a esta falta de especificidad del estafio en presencia de
plomo y cadmio, se puede considerar la posibilidad de llevar a cabo un anélisis multivariante
que permita, utilizando toda la informacién contenida en el polarograma, determinar la
concentracién de estafio y de forma simultédnea la de plomo y cadmio.

II1.5.3 Analisis multivariante

Dada la capacidad para modelar la informacién subyacente a una sefial compleja mostrada por
los modelos de regresion PLS [33], se ha optado por utilizar esta metodologfa multivariante
para resolver el problema originado por el solapamiento de las sefiales polarogréficas

correspondientes a plomo, estafio y cadmio.

Una vez construidos los modelos de calibrado PLS correspondientes, se ha llevado a
cabo una transferencia de calibrado a lo largo del tiempo, utilizindose para ello los dos
procedimientos de transferencia de calibrado aplicados anteriormente, PDS y GCT, cuyos
resultados han sido analizados detalladamente.

II1.5.3.1 Modelos PLS

Construccion de los modelos PLS

Con la finalidad de llevar a cabo una calibracién multivariante que permita la determinacin
simultdnea de plomo, estafio y cadmio, se han construido sendos calibrados con los conjuntos

de datos E y G, utilizando en ambos casos una regresién multivariante PLS.
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Ambos conjuntos de datos constan de 23 objetos (las muestras del disefio
experimental) que se encuentran definidos por 66 variables predictoras (las intensidades
registradas a 66 valores de potencial igualmente espaciados). Cada uno de esos objetos se
encuentra a su vez asociado con ciertos valores de concentracién para cada uno de los
analitos, constituyendo éstos la variable rcspuesta‘. Por tanto, las dos matrices de datos E y
G tienen dimensiones 23 x 66, donde 23 es el nmimero de muestras y 66 los potenciales a los
que se ha registrado la intensidad, una vez que se ha restado el blanco experimental

correspondiente a cada una de las muestras, segiin indica la Tabla II1.5.1.

En ambos conjuntos de datos han sido seleccionados algunos objetos que se han
asignado al conjunto test, son los objetos 10, 12, 15, 17, 20 y 22 de la Tabla III.5.1, mientras
que el resto constituyen el conjunto de aprendizaje (training set). Como ya se ha indicado, el
modelo de regresion se construye utilizando los objetos del conjunto de aprendizaje, mientras
que los objetos del conjunto test no intervienen en esta etapa del andlisis. Estos se utilizan

posteriormente para evaluar la capacidad real de prediccién del modelo construido.

Los datos del andlisis no han sido sometidos a ninguna transformacién previa, y se ha
utilizado un método de validacién cruzada [126] para evaluar la varianza el prediccién de los
modelos construidos. Las regresiones multivariantes se han realizado de forma independiente
para cada uno de los analitos, es decir, se han construido tres modelos PLS para el calibrado

E y otros tres modelos diferentes para el calibrado G.

Evaluacion de los modelos PLS

El andlisis de los modelos de regresién PLS construidos para cada analito con el conjunto de
datos E determina los porcentajes de varianza explicada que se especifican en la Tabla II1.5.2.
Los valores de varianza explicada alcanzados son muy buenos para un calibrado de este tipo,
superan el 99% en todos los casos, lo cual indica que el ajuste llevado a cabo por los modelos
construidos es adecuado. Ademds, la proximidad entre la varianza explicada y la varianza en
prediccién da idea de la estabilidad de dichos modelos, asi como de su capacidad para

predecir muestras ajenas a los mismo.

Cabe destacar el hecho de que, a pesar de la falta de especificidad de la sefial del
estaiio, los valores de varianza explicada y en prediccién obtenidos con su modelo son del
mismo orden que los correspondientes a los modelos construidos para plomo y cadmio, cuyas

sefiales aparecian perfectamente bien definidas. Se pone de manifiesto la capacidad de la
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Tabla ITI.5.2 Porcentajes de varianza explicada obtenidos por los modelos PLS para el

calibrado E.
Bloque Y Bloque X
Analito VL. Varianza Varianza en Varianza
explicada prediccién explicada
1 4.89 3.37 79.34
2 98.67 98.62 94.55
3 99.64 99.09 95.99
S 4 99.65 99.21 99.03
5 99.67 99.12 99.30
6 99.85 98.93 99.34
7 99.88 98.93 99.49
8 99.94 98.91 99.50
1 - - 79.37
2 - - 94.07
3 96.56 71.58 96.21
- 4 98.60 97.97 99.03
5 99.43 98.53 99.31
6 99.61 98.50 99.45
7 99.91 98.51 99.50
8 99.98 98.66 99.51
1 83.97 83.62 79.37
2 99.43 99.46 94.55
3 99.86 99.87 96.23
Sl 4 99.87 99.90 98.89
5 99.95 99.94 99.31
6 99.97 99.95 99.45
7 99.99 99.95 99.50
8 100.00 99.94 99.53
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regresion PLS para extraer la informacién itil, excluyendo aquellas fuentes de variabilidad

no relacionadas con la concentracién del analito de interés.

Las variables latentes que se necesitan en cada uno de los modelos de regresién
construidos son aquellas cuyo aporte al modelo conlleva un aumento de la varianza en
prediccién. Este procedimiento asegura la inclusién de aquellas variables latentes relacionadas
con la respuesta. Por lo tanto, el modelo de regresién PLS correspondiente al plomo se
construird con cuatro variables latentes, el del estafio con cinco y, por dltimo, el del cadmio

con seis.

Parece claro, en vista de los porcentajes de varianza que explican las primeras
componentes, que la primera componente estd relacionada principalmente con el cadmio, la
segunda con el plomo y la tercera con el estafio, lo cual parece 16gico al considerar que los
datos no han sido autoescalados y que las direcciones de médxima variabilidad en el bloque
de las predictoras van en ese mismo orden. No obstante, la representacioén de los loadings y
los scores correspondientes a los modelos PLS construidos permite una interpretacién mds

detallada de las variables latentes.

En las Figuras III.5.3 a IIL5.5 se encuentran representados los loadings
correspondientes a cada uno de los modelos PLS del calibrado E, muy similares a aquellos
obtenidos para el calibrado G. En dichas figuras se observa que la estructura de los loadings
de la primera variable latente es comin para todas ellas y reproduce la forma de la sefial
polarogréfica ya que los datos no han sido autoescalados, como se ha indicado anteriormente,
es el denominado factor tamafio. Estos loadings presentan valores negativos debido a que las
intensidades registradas también eran negativas, el proceso electroquimico seguido ha sido una
reduccién. Esta variable latente explica, por tanto, un elevado porcentaje de la varianza
explicada correspondiente al bloque de las variables predictoras, estando relacionada ademds

con la concentracién de cadmio (analito cuya sefial polarografica es la de mayor magnitud).

La estructura de los loadings de la segunda variable latente es comiin para plomo y
estafio, lo cual indica que esta variable latente estd considerando simultidneamente ambas
sefiales, de hecho, los loadings asociados con los potenciales correspondientes a las sefiales
de esos dos analitos tienen el mismo signo (estdn considerando su aportacién a la sefial). Es
la tercera variable latente en ambos modelos la que compensa la participacién del "otro
analito" a la sefial global, teniendo los loadings relacionados con este tltimo signo contrario

al correspondiente a la segunda variable latente. Asi, los loadings correspondientes al pico del
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Figura II1.5.3 Loadings del modelo PLS construido para la determinacién de plomo en el calibrado E.

estafio tienen signo positivo en el modelo construido para el plomo, lo cual indica que estdn
restando la aportacién de este analito en la segunda variable latente, donde los loadings
relacionados con el plomo tienen signo negativo (se trata de una aportacién positiva a la
sefial). Mientras que, en el modelo PLS correspondiente al estafio, los potenciales a los que
aparece el pico del plomo tienen signo positivo, contrario a los correspondientes al analito
cuya concentracién se modela, el estafio. En ambos modelos, las variables latentes restantes
modelan otras fuentes de variabilidad cuyo aporte a capacidad predictiva del modelo es

menor.

Sin embargo, los loadings correspondiente a la segunda variable latente del modelo
PLS construido para el cadmio presentan una estructura opuesta a la indicada anteriormente
para esta misma variable latente en los modelos de regresién de los otros dos analitos. En este

caso, los loadings relacionados con el pico del cadmio tienen signo negativo (como la sefial)
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Figura II1.5.4 Loadings del modelo PLS construido para la determinacién de estafio en el calibrado E.

y los correspondientes al plomo y al estafio, signo positivo (esta variable latente estd restando
su contribucién a la sefial). La tercera variable latente supone una correccién del ajuste hecho
por la componente anterior, estando principalmente relacionada con los potenciales del pico
del estafio, ya que los loadings correspondientes al pico del cadmio presentan signo positivo
y negativo, lo cual hace que su contribucién a esta variable latente se vea anulada. Las
variables restantes, como se ha indicado anteriormente, aportan informacién al modelo, pero

la significacién de las mismas es ya menor.

Las Figuras II1.5.6 a II1.5.8 muestran las proyecciones de los objetos sobre las
variables latentes correspondientes a esos mismos modelos de regresién. De nuevo, la
estructura que presentan los scores en el primer plano de proyeccién (formado por la variables
latentes primera y segunda) es idéntica para plomo y estafio, resultando ambas estructuras y

la correspondiente al cadmio simétricas respecto del eje de abscisas. En dichas gréficas se
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Figura IIL5.5 Loadings del modelo PLS construido para la determinacién de cadmio en el calibrado E.

podrian trazar sendos ejes, de la muestra 19 a la 23 se encontrarfa un eje que determina los
cinco niveles de concentracién del cadmio, mientras que el otro eje, que uniria las muestras

9 y 13, juega ese mismo papel con la concentracién de plomo.

Respecto al plano formado por las variables latentes primera y tercera, se observa
también la posibilidad de trazar un eje que una las muestras 14 y 18, que determinaria la
concentracién de estafio, aunque en este caso, la disposicién del resto de las muestras respecto
de este eje no resulta tan clara como en los dos casos anteriores porque también se nota cierta

influencia de la concentracién de los otros dos analitos en el mismo.

La capacidad real de prediccién de los modelos construidos puede evaluarse a través
de las concentraciones calculadas para las muestras del conjunto test. Los errores relativos
obtenidos en el cdlculo de las mismas, considerando para cada modelo PLS el nimero de

variables latentes indicado anteriormente, se recogen en la Tabla II1.5.3. En la misma se
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Figura IIL.5.6 Scores del modelo PLS construido para la determinaci6én de plomo en el calibrado E.

puede observar que la mayor parte de los porcentajes de error se encuentran por debajo o muy
préximos al 1%. Se concluye por tanto, teniendo en cuenta los valores de varianza explicada
y de varianza en prediccién de la Tabla III.5.2 y los errores de la Tabla III.5.3, que los
modelos PLS construidos para cada analito en el calibrado E permiten calcular las
concentraciones de los distintos analitos de forma muy exacta y poseen una buena capacidad

de prediccién.

Por otro lado, en un andlisis similar llevado a cabo con los datos del calibrado G, los
modelos PLS construidos para cada analito en esta nueva situacién han conducido a los
valores de varianza que se recogen en la Tabla III.5.4. Se observa que €stos son muy
similares a los valores de varianza explicada correspondientes al calibrado E, Tabla II1.5.2,
salvo en el caso del plomo, en el que se llega a explicar el 96.64% de varianza (95.43% de

varianza en prediccién). Este porcentaje de varianza explicada, sensiblemente inferior al
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Figura II1.5.7 Scores del modelo PLS construido para la determinacién de estafio en el calibrado E.

Tabla III.5.3 Errores relativos (%) correspondientes al

calibrado E.
Niimero de Analito
muestra Plomo Estafio Cadmio
10 1.15 -0.85 -0.49
12 0.96 -0.01 -0.20
15 0.48 1.39 0.83
17 -1.30 -0.35 0.25
20 -0.56 -3.41 -0.30
22 0.27 1.48 -0.17
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Figura II1.5.8 Scores del modelo PLS construido para la determinacién de cadmio en el calibrado E.

observado para el calibrado E, ha llevado a un estudio més detallado del conjunto de datos
utilizado para construir este modelo, observandose que las intensidades correspondientes al
pico del plomo en las muestras 10, 11, 12 y 13, en este segundo calibrado, son anormalmente
bajas en comparacién con el resto de las adiciones. Esta disminucién en el porcentaje de
varianza del modelo PLS se debe, por tanto, a un error en la cantidad de plomo que se
adicion6 a la disolucién en dichas muestras, lo cual afecta parcialmente a la sefial
correspondiente al estafio y parece no interferir en absoluto en el pico polarogrifico del

cadmio.

Al igual que en el caso anterior, los porcentajes de varianza en prediccién se
encuentran muy préximos a los valores de varianza explicada correspondientes, quedando
patente la estabilidad de los modelos construidos y la buena disposicién de estos para predecir

muestras ajenas a ellos. En este caso, son necesarias cuatro variables latentes para el modelo
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Tabla IIL.5.4 Porcentajes de varianza explicada obtenidos por los modelos PLS para el

calibrado G.
Bloque Y Bloque X
Analito VL. Varianza Varianza en Varianza
explicada prediccién explicada
1 1.09 0.81 79.51
2 93.82 92.83 95.43
3 96.25 94.84 97.38
o 4 96.64 95.43 99.07
5 97.34 94.55 99.30
6 98.54 94.20 99.40
7 99.45 94.51 99.49
8 99.75 94.14 99.53
1 - - 79.51
2 - - 95.00
3 98.54 97.47 97.51
4 98.72 98.30 98.98
Estafio
5 99.49 98.89 99.33
6 99.73 98.63 99.40
7 99.88 99.01 99.49
8 99.95 99.03 99.53
1 85.12 83.99 79.51
2 99.66 99.65 95.43
3 99.75 99.74 95.84
—_— B 99.78 99.71 97.59
5 99.90 99.88 99.23
6 99.95 99.89 99.46
7 99.98 99.93 99.52
8 100.00 99.93 99.52
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correspondiente al plomo, cinco para el del estafio y siete para el cadmio, una mds que para
el modelo PLS construido para este mismo analito en el calibrado E (el incremento de

varianza en prediccién de la sexta a la séptima variable latente es dnicamente de un 0.05%).

Si se tienen en cuenta los errores relativos correspondientes a las concentraciones de
los distintos analitos en las muestras del conjunto test, que se muestran en la Tabla IT1.5.5,
se observa que €stos se encuentran ligeramente por encima de los obtenidos para el calibrado
E, Tabla IIL.5.3, lo cual se debe, como ya se ha indicado anteriormente a un error en la
adicién de plomo en algunas de las muestras. De hecho, el error mayor (-5.87%) se
corresponde precisamente con la muestra nimero 12, que es la de concentracién de plomo

mds elevada del disefio y una de las asociadas con una adicién incorrecta.

Tabla III.5.5 Errores relativos (%) correspondientes al

calibrado G.
Nimero de Analito
muestra Plomo Estafio Cadmio
10 018 -001 085
12 -5.87 1.81 0.57
15 2.04 2.98 0.01
17 -3.90 -1.04 0.47
20 -1.12 -1.30 -3.48
22 1.93  -363  -2.15

Con el fin de determinar la validez del calibrado G, se construyeron nuevos modelos
de regresion PLS para los tres analitos, eliminando del conjunto de aprendizaje las muestras
11 y 13. El modelo PLS construido para el plomo en estas condiciones consta de ocho
variables latentes y explica un 99.99% de varianza (99.18% de varianza en predicci6n),
mientras que para el estafio y el cadmio los modelo obtenidos son similares a los anteriores
en cuanto a valores de varianza explicada. En lo que se aprecian diferencias significativas es
en los porcentajes de error que resultan al calcular las muestras del conjunto test, éstos
aparecen reflejados en la Tabla II1.5.6, en los cuales se observa que las muestras 10 y 12 se

encuentran asociadas con los errores mayores, sobre todo los correspondientes al plomo.
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Tabla ITI.5.6 Errores relativos (%) del calibrado G al
eliminar los objetos 11 y 13 del conjunto
de aprendizaje para construir los modelos

de calibrado PLS.
Niimero de Analito
Bt Plomo Estaio Cadmio
10 -1198 067  1.63
12 -1456 511 278
15 0.74 145 028
17 -0.14 003 046
20 222  -147  -380
22 086 -1.51  -126

Una vez que ambos calibrados, E y G, han sido estudiados de forma exhaustiva, se
ha procedido a llevar a cabo la transferencia de calibrado considerando como calibrado patrén
el conjunto de datos E y como calibrado satélite el conjunto de datos G (ya que este iiltimo

fue obtenido con posterioridad).

ITI1.5.3.2 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento PDS

Como ya se ha sefialado anteriormente, la finalidad de este procedimiento de transferencia de
calibrado es la de utilizar un modelo de calibrado, construido en una situacién determinada,
con otro conjunto de datos obtenido en una situacién diferente. En este caso, se trata de
transferir la ecuacién de regresién de los modelos construidos con los datos del calibrado E,
a un conjunto de datos polarogréficos recogidos con el mismo instrumento pero dias después,
es decir, los datos del calibrado G.

Ademds, el realizar la transferencia de calibrado puede permitir una reduccién del
nimero de muestras experimentales necesarias para realizar determinaciones en diferentes
situaciones, ya que lnicamente se requiere un nimero minimo de muestras para calcular la
matriz de transferencia que relacione el calibrado patrén y el calibrado satélite. Una vez que
se dispone de la matriz de transferencia, cualquier polarograma obtenido en la situacién

satélite puede ser corregido, calculdndose después las concentraciones de los distinto analitos
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correspondientes al mismo utilizando el modelo de regresion obtenido con el calibrado patrén

completo.

Aplicacion de la funcion "pdsgen”

Para llevar a cabo la transferencia de calibrado se ha utilizado la funcién pdsgen [125]
implementada en el programa MATLAB [59], cuyos pardmetros de entrada/salida se han

definido anteriormente y que en esta ocasién son los siguientes:

[F,sub] = pdsgen(E,G,w,no)

cuya asignacién se especifica a continuacién:

E: Matriz con los polarogramas del calibrado E, es decir, las sefiales experimentales
registradas en la situacién E. Consta de 23 filas (un polarograma por cada muestra de
la Tabla ITI.5.1) y de 66 columnas (los potenciales digitalizados en cada polarograma).

Es decir, los datos del calibrado patrén se encuentran en la matriz E.

G: Matriz que recoge los polarogramas utilizados en la construccién del modelo PLS del
calibrado G. Tiene las mismas dimensiones que la matriz E, y tanto sus filas como sus
columnas se encuentran en el mismo orden que en esta tltima matriz. La matriz G

contiene los datos de la situacién satélite, calibrado G.

w: Escalar que especifica cudntos potenciales se incluyen en la ventana mévil que se
utiliza en el célculo de la matriz de transferencia. En las transferencias de calibrado
llevadas a cabo con diversos conjuntos de transferencia se han utilizado para este

pardmetro los siguientes tamaiios de ventana: 3, 5, 7,9, 11 y 13.

no:  Vector fila en el que se indica qué muestras de ambas matrices se utilizan en la
transferencia de calibrado. En €l se sefialan los indices correspondientes a las muestras
de la Tabla ITL5.1, las cuales han sido seleccionadas para formar parte de los
diferentes conjuntos de transferencia de acuerdo con lo especificado en la Tabla
III.5.7, de forma que las dimensiones del vector ne son 1 X d, donde d varia

dependiendo del mimero de muestras utilizadas para llevar a cabo la transferencia.

Como resultado de aplicar esta funcién, considerando los dos conjuntos de datos
indicados, se obtienen las siguientes matrices: la matriz de transferencia (F) y un vector fila
en el que se especifica qué muestras han intervenido en la transferencia de calibrado, sub. En

este caso, la matriz de transferencia es una matriz banda diagonal, de dimensiones 66 x 66,
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que difiere para cada par de valores de los pardmetros no y w introducidos, mientras que el

vector sub coincide, en cada caso, con los indices sefialados en no.

Tabla ITL.5.7 Subconjuntos de muestras del conjunto de aprendizajc
utilizados para calcular la matriz de transferencia
teniendo en cuenta los simbolos que aparecen en la

Tabla IIL.5.1.
Conjunto Muestras del conjunto Disolucién
(no) de aprendizaje inicial
1 todas todas
2 l1ag ox:
3 911131416 18192123 Null
4 9141618 192123 Nul
5 914 1819 23 Nul
6 123478 o:
7 91314181923 s0-

Una vez que se dispone de la matriz de transferencia, es posible transformar cualquier
polarograma obtenido en la situacién G e introducirlo en la regresién PLS obtenida con todas
las muestras del conjunto de aprendizaje del conjunto E para calcular las concentraciones de
plomo, estafio y cadmio correspondientes al mismo. Esta operacién se lleva a cabo de forma
similar a lo especificado anteriormente para este procedimiento de transferencia de calibrado,
utilizdndose para ello la férmula cerrada de la regresién PLS, propuesta por Marengo y
Todeschini [126], y considerando el nimero de variables latentes mds adecuado para cada

analito en los modelos PLS del calibrado patrén.

El esquema correspondiente a este procedimiento es andlogo a los desarrollados
previamente para el procedimiento PDS, salvo en lo que se refiere a los nombres y
dimensiones de las diferentes matrices, que en este caso se deberdn ajustar a los
correspondientes conjuntos de datos E y G. Por tanto, como resultado final del procedimiento
de transferencia de calibrado se obtiene una matriz de dimensiones 23 x 3, Ycal, en la que
se encuentran las concentraciones de los tres analitos calculadas por los modelos de regresi6n
PLS del calibrado E para todas las muestras del calibrado G.
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En dicha matriz es posible establecer diferencias entre unas muestras y otras. Por
ejemplo, aquellas muestras que formaron parte del conjunto test cuando se construyeron los
calibrados multivariantes PLS para cada conjunto de datos, se utilizan también en esta etapa
del andlisis para evaluar la capacidad de prediccién de los modelos de calibrado una vez que
se ha llevado a cabo la transferencia de los mismos. Por otro lado, aunque las restantes
muestras del calibrado E participaron en la construccién del modelo PLS, se puede también
distinguir entre aquellas que ademds han formado parte del conjunto de transferencia y las que

quedaron fuera del mismo.

Andlisis de los resultados

El error estdndar en prediccién (SEP) y el error estdndar de transferencia (SET) son, como
ya se ha indicado anteriormente, dos pardmetros que permiten evaluar la calidad de las
concentraciones calculadas tras el procedimiento de transferencia de calibrado. En el primero
de ellos se consideran unicamente las determinaciones efectuadas en las muestras
pertenecientes al conjunto test del calibrado G, mientras que el segundo tiene en cuenta el

resto de los objetos del calibrado.

Estos pardmetros permiten evaluar, ademds de las predicciones realizadas a través de
la transferencia de calibrado, el efecto que sobre éstas tienen los dos factores que se han
variado para llevar a cabo los distintos procedimientos de transferencia de calibrado: el
tamafio de ventana y el conjunto de transferencia utilizado. Durante el andlisis se ha
observado que la dependencia de ambos pardmetros con estos dos factores es muy similar,
por lo que tnicamente se muestran los valores de SEP, obtenidos al aplicar el procedimiento
de transferencia de calibrado, a través de las correspondientes superficies de respuesta y

curvas de nivel de las Figuras I11.5.9 a ITI1.5.11.

En dichas figuras se observa que la influencia de los distintos tamanos de ventana
sobre los valores de SEP es importante, sobre todo para algunos conjuntos de transferencia
concretos. Los diferentes conjuntos de transferencia de calibrado utilizados también ejercen
una fuerte influencia en los valores obtenidos para el SEP, siendo ésta incluso de mayor

magnitud que la debida al factor w en la mayoria de los casos.

Se ha realizado un andlisis méds detallado de los valores de SEP mediante la
representacién de los correspondientes diagramas Box plot, Figuras II1.5.12 a II1.5.14. Asi

mismo, se ha realizado un estudio de estos errores aplicando un andlisis de rangos multiple
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Figura IIL5.9 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el plomo.
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Figura IIL5.10 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el estafio.
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Figura IIL5.11 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP para el cadmio.
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mediante los test de agrupamientos para la media de Tukey y de Newman-Keuls, cuyos
resultados se muestran en las Tablas II1.5.8 a ITL.5.10.
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Figura IIL5.12 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del plomo.
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Figura IIL.5.13 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del estaio.
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Figura ITL.5.14 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores de SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado del cadmio.

Los diagramas Box plot sefialan c6mo la mayor dispersién existente entre los valores
de SEP est4 relacionada con los diferentes conjuntos de transferencia utilizados, méds que con
los tamafios de ventana. Por otro lado, dado que este dltimo pardmetro parece ejercer una
influencia limitada sobre los valores de SEP, cabria la posibilidad de seleccionar un mismo
tamaiio de ventana en las transferencias de calibrado de todos los analitos para asi simplificar
el andlisis computacional. De esta forma, serfa posible calcular una tnica matriz de
transferencia que se podria utilizar para corregir las sefiales polarogréficas una sola vez, y
posteriormente evaluar la concentracién los tres analitos de forma simultdnea en un mismo

analisis.

Si se tienen en cuenta los resultados de los test de agrupamientos de Tukey y de
Newman-Keuls obtenidos para el factor ventana es posible concluir que los tinicos tamafios
de ventana que en algin caso puede considerarse estadisticamente diferentes del resto son los
tamafios 3 y 5, mientras que entre el resto de los tamafios no existen diferencias
estadfsticamente significativas. Y dado que, como se puede observar en las curvas de nivel
de las Figuras II1.5.9 y IIL.5.11, el tamaifio de ventana 13 conduce a los valores de SEP mds
bajos para plomo y cadmio, € incluso, mostrando poca influencia para algunos conjuntos de
transferencia en el caso del estafio, se ha seleccionado este tamaiio de ventana como el 6ptimo

para llevar a cabo el andlisis. Aunque, por supuesto, el valor de w indicado deberd
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proporcionar resultados adecuados en combinacién con el conjunto de transferencia que se
elija finalmente para el andlisis.

Tabla IIL.5.8 Resultados de los test de agrupamkmds de los valores de SEP obtenidos para el plomo.

i

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Nivel Media CrRoh e Nivel Media S v
Tukey = Newman-Keuls Tukey = Newman-Keuls

4 0.0797 X X 13 0.1294 X X

5 0.0824 X X 11 0.1296 X X

1 0.1003 X XX 9 0.1310 X X

6 0.1226 XX X 7 0.1367 X X

2 0.1595 X X 5 0.1535 XX X

3 0.2282 X 3 0.1889 X X

7 0.2412 X

Tabla ITI.5.9 Resutados de los test de agrupamientos de los valores del SEP obtenidos para el estaiio.

Conjunto de transferencia (110) Ventana (w)

- s Grupos homogéneos R S Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey = Newman-Keuls
2 0.2722 X X 9 0.3451 X X
1 0.3033 XX XX 7 0.3506 X X
4 0.3165 XXX XX 3 0.3552 X X
3 0.3243 XXX XX 13 0.3567 X X
7 0.3585 XX XX 11 0.3585 X X
5 0.3887 X X 5 0.3624 X X
6 0.5198 X X

En lo que se refiere al efecto que sobre los valores del SEP tienen los diferentes
conjuntos de transferencia, existen diferencias notables entre unos conjuntos y otros, como

queda patente en las figuras correspondientes a los diagramas Box plot. No obstante, no hay
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Tabla ITL5.10 Resultados de los test de agrupamientos de los valores de SEP otenidos para el cadmio.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Nivel  Media e Nivel  Media i
Tukey = Newman-Keuls Tukey Newman-Keuls

4 0.1178 X X 3 0.1325 X X

5 0.1257 XX XX 13 0.1389 X XX

3 0.1367 XX XX 9 0.1412 XX XX

7 0.1436 X X 11 0.1418 XX XX

6 0.1485 XX X 7 0.1424 XX Xx

1 0.1492 XX X 5 0.1485 X X

2 0.1648 X X

que olvidar que uno de los objetivos de la transferencia de calibrado que se est4 llevando a
cabo es la reduccién del nimero de muestras del calibrado satélite y, por tanto, éste ha de ser

un elemento importante a tener en cuenta en el anélisis.

Considerando los conjuntos de transferencia 1, 3 y 7, en los cuales se encuentran
incluidas las muestras 11 y 13 del conjunto de aprendizaje del calibrado G (que estaban
asociadas con adiciones inexactas de plomo) se observa que estdn asociados con valores de
SEP elevados, sobre todo los conjuntos 3 y 7, en los que el nimero de objetos es menor Yy,
por tanto, las muestras 11 y 13 tienen mayor peso. De hecho, el conjunto de transferencia que
conduce a los mejores resultados, como se desprende de los test de agrupamientos realizados,
es el conjunto 4, que tiene en comiin con el conjunto 3 todas las muestras de transferencia

excepto esas dos.

Por otro lado, el conjunto de transferencia 4 esté4 relacionado con los valores de SEP
minimos en las transferencias llevadas a cabo para plomo y cadmio, y con valores medios en
el caso del estafio, Figuras III.5.9 a IIL.5.11. Para este dltimo analito, el conjunto de
transferencia con el que obtienen los valores de SEP mds bajos es el conjunto 2, que sin
embargo, se corresponde con zonas en las que el error es mayor en los resultados obtenidos

para el plomo y el cadmio.
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El conjunto 4 estd formado tinicamente por siete muestras, a través de las cuales es
posible recoger toda la variabilidad del disefio experimental, asf como corregir un polarograma
correspondiente a cualquier otra muestra del calibrado G a través de la matriz de transferencia
calculada, determindndose la concentracién de los tres analitos de forma simultinea. Se
observa que este conjunto de transferencia es suficiente para describir el calibrado multianalito
llevado a cabo y que no es posible reducir el niimero de muestras necesarias para calcular la
matriz de transferencia ya que, por ejemplo, si se considera el conjunto 5, en el que se han
eliminado dos de las muestras del conjunto 4, se observa que para el plomo, Tabla I11.5.9, las
diferencias entre las medias de SEP obtenidas con ambos conjuntos son estadisticamente

significativas.

Tabla IIL.5.11 Valores de SEP y SET obtenidos con los distintos conjuntos de
transferencia utilizados (w = 13).

Conjunto SEP SET
(no) Plomo  Estaio Cadmio Plomo  Estaio  Cadmio
| 0.09 0.32 0.16 0.32 0.39 0.17
2 0.17 0.30 0.14 0.49 0.49 0.32
3 0.20 0.30 0.15 0.39 0.39 0.18
4 0.06 0.31 0.11 0.35 0.39 0.17
5 0.06 0.41 0.12 0.36 0.42 0.17
6 0.12 0.55 0.15 0.42 0.85 0.16
7 0.21 0.32 0.15 0.40 0.41 0.17
Calibrado G 0.14 0.16 0.14 0.31 0.20 0.06
Calibrado E 0.05 0.19 0.05 0.10 0.21 0.04

No obstante, los valores de SEP y SET correspondientes a las transferencias de
calibrado realizadas con los diferentes conjuntos de transferencia de la Tabla IIL.5.7 y con una
anchura de ventana 13 se muestran en la Tabla III.5.11. Hay que sefialar que, en el andlisis,
para calcular los valores del error estidndar en prediccién, SEP, se han considerado inicamente
las muestras 15, 17, 20 y 22 del conjunto test, las cuales no estdn asociadas con ningin
problema en las adiciones de plomo, como se ha indicado previamente. Esta razén explica el

hecho de que los valores de SEP correspondientes al plomo sean en todos los casos mucho
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menores que los valores de SET respectivos, ya que, en el célculo de los valores de SET no
se ha eliminado ninguna muestra experimental y, como se comprobé anteriormente, en las
muestras 11 y 13 del calibrado G se encontraban asociadas con un error experimental
importante.

Al igual que los capitulos anteriores, en la Tabla IIL.5.11 quedan reflejados también
los valores de SEP y SET correspondientes a los modelos PLS construidos con los conjuntos
de aprendizaje completos de los calibrados E y G sin mediar ninguna transferencia de
calibrado, sefialados como Calibrado E y Calibrado G respectivamente. Estos valores son, en
general, mds bajos que los correspondientes valores obtenidos mediante el procedimiento de
transferencia de calibrado.

Estos datos evidencian que las condiciones Gptimas para llevar a cabo este
procedimiento de transferencia de calibrado vienen dadas por el conjunto de transferencia 4,
tanto si se consideran los valores de SEP, como los correspondientes al SET. De hecho, los
errores relativos en prediccién asociados con estas condiciones de transferencia, que se
muestran en la Tabla III.5.12, no son mayores que aquellos proporcionados cuando se
utilizaron los modelos PLS construidos con todas las muestras de calibrado, Tablas ITL.5.5 y
IIL.5.6.

Tabla ITL.5.12 Errores relativos (%) de las muestras test del
calibrado E al considerar no =4 y w = 13
para calcular la matriz de transferencia.

Ntmero Analito
de muestra Plomo Estafio Cadmio
10 -6.83 0.07 1.27
12 -10.53  -0.09 1.64
15 1.50 1.52 0.40
17 -0.61 -2.12 0.68
20 -1.05 -4.81 -2.06

22 -0.32 -2.76 -1.45
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II1.5.3.3 Tlransferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT

Aplicacion de la funcion "gct"

Se ha aplicado otro procedimiento de transferencia de calibrado para llevar a cabo la
transferencia del calibrado E a la situacién G de nuevo. De esta forma se puede comprobar
qué resultados se obtienen con este tipo de datos polarograficos cuando la transferencia de
calibrado se realiza utilizando el procedimiento GCT. Los pardmetros introducidos en este

caso en la funcién "gct" han sido los siguientes:

[F,sub] = gct(E,G,15,n0,3,Ecer)
donde E y G son las matrices de datos indicadas anteriormente, no es el vector que sefiala
las muestras de los distintos conjuntos de transferencia utilizados, que se encuentran indicados
en la Tabla IT1.5.1, y Ecer es la matriz de los coeficientes de los modelos PLS construidos

en la situacién E.

Andlisis de los resultados

Los resultados de este procedimiento de transferencia de calibrado se muestran a través de
los correspondientes valores de SEP y SET, para los distintos conjuntos de transferencia, en
las Figuras I11.5.15 a IT1.5.17. En ellas se observa que, en el caso del plomo, los valores del
SET son mucho mayores que los respectivos valores de SEP, siendo la causa de esto la
misma que se sefialé en el procedimiento de transferencia PDS, el hecho de que este error

comprenda una evaluacién de las estimaciones hechas para las muestras 11 y 13.

Aunque se observan algunas diferencias entre los tres analitos, estas figuras parecen
indicar que los mejores resultados se obtienen con el subconjunto de transferencia 4 y, en
algunos casos, también con los conjuntos 1 y 7. En la Tabla III.5.13 se muestran los errores
de las muestras del conjunto test correspondientes a las transferencias de calibrado llevadas

a cabo con esos tres conjuntos de transferencia.

Aungque los errores que aparecen en dicha tabla correspondientes al conjunto 7 se
encuentran préximos a los obtenidos con los otros dos conjuntos de transferencia, los errores

asociados con la concentracién de plomo de algunas de las muestras del conjunto de
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Figura IIL5.15 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el plomo.
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Figura IIL5.16 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el estafio.
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Figura IIL.5.17 Resultados de la transferencia de calibrado realizada con el procedimiento GCT para el cadmio.
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aprendizaje son muy elevados. De hecho, el valor de SET correspondiente a este conjunto de
transferencia en el procedimiento aplicado al plomo es el mis elevado de todos.

Una situacién parecida se tiene con el conjunto de transferencia 4 en el caso del
cadmio, sélo que, la sefial experimental correspondiente a este analito es bastante mayor, y
por tanto, un valor de SET de esta magnitud no se traduce en un error relativo tan elevado

como en el caso del plomo.

Tabla II1.5.13 Errores relativos (%) de las muestras test del calibrado
E, obtenidos al aplicar el procedimiento GCT con los
conjuntos de transferencia 1, 4y 7.

Niimero Analito
" de muestra  plomo  Estafio Cadmio
10 060  -047 065
12 222 417 097
15 747 096 055
l 17 -7.55 0.11 1:53
20 113 -234 424
2 314 -198  -1.65
10 388 123 1.88
12 725 124 566
15 112 205 031
4 17 217 -083 0.0
20 039  -L71  -0.64
22 035 -158  -085
10 302 007  0.02
12 175 325 0.9
15 210  -444 0.8
¢ 17 363 -177 094
20 437 378 322

22 2.32 -3.65 -1.79
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En principio, los resultados obtenidos con los conjuntos de transferencia 1 y 4 son
bastante similares, excepto en lo que se refiere al plomo. No obstante, la diferencia mas
importante existente entre esos dos conjuntos de transferencia radica en el nimero de
muestras que los componen. El primero de ellos est4 formado por 23 muestras, mientras que
el segundo, no = 4, est4 constituido dinicamente por 7, razén por la cual, éste iltimo parece
el méis indicado para ser utilizado en transferencias de calibrado que se realicen
posteriormente mediante este procedimiento de transferencia.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con el procedimiento de
transferencia GCT con los correspondientes al procedimiento PDS utilizado en primer lugar,
cabe sefialar que éstos son muy similares, tanto en lo que se refiere a los errores asociados
con las muestras del conjunto test (que también se encuentran evaluados a través del SEP),
como a las estimaciones realizadas para las muestras del conjunto de aprendizaje del calibrado
G, las cuales vienen dadas por los valores de SET.

Por tanto, en principio no es posible decantarse por uno u otro procedimiento, ya que

los resultados alcanzados por ambos son similares.



I1.6  MODELADO DE LA LiNEA BASE EN LA
DETERMINACION POR ‘VOLTAMPEROMETRIA DE
REDISOLUCION DE Pb Y Tl

El solapamiento de sefiales en aquellas determinaciones que se llevan a cabo utilizando
técnicas electroquimicas con redisolucién supone un obsticulo importante que dificulta el
desarrollo de dichos andlisis. Este problema se ve incrementado cuando se llevan a cabo
determinaciones de impurezas en presencia de gran exceso del otro elemento electroactivo.
Un ejemplo clésico de este tipo de falta de selectividad se encuentra en la determinacién
mediante voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anédica de talio (I) y
plomo (II) en diversos medios y matrices [185-186].

Se han propuesto soluciones de tipo quimico, matemdtico e instrumental, al problema
originado por el solapamiento de picos en los andlisis realizados con técnicas de redisolucién.
Esta interferencia en las determinaciones puede resolverse, tal y como se ha sefialado
anteriormente, introduciendo una etapa previa de separacién antes de que se lleve a cabo la
medida electroquimica. Procedimientos de separacién, tales como coprecipitacién [152] o
extraccién [155], han sido aplicados para la separacién de estafio y plomo. No obstante, estos
procedimientos, ademds de consumir tiempo, puede dar lugar a la contaminacién de la
muestra o a que se produzca una recuperacion incompleta del metal. Para eliminar los errores
relacionados con los procedimientos de extraccién, Karbainov y Stromberg [187] proponen
la determinacién directa de plomo, zinc, cobre, talio y cadmio en la fase orgénica después de

su extraccion con una disolucién de 8-hidroxiquinona en cloroformo.

Una separacién por cambio iénico acoplada con la monitorizacién en linea del efluente
de la columna, mediante una técnica de redisolucién, ha sido aplicada con éxito en la
separacién de selenio de otros compuestos metédlicos presentes en muestras reales y que

actdan como interferentes [188].

En muchos casos, el uso de un electrélito soporte con un agente complejante adecuado

puede provocar un desplazamiento del potencial de pico que permita resolver el solapamiento
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de las sefiales. Este procedimiento requiere una cuidadosa eleccién del ligando en cuestién,
asi como de la concentracién en que ha de encontrarse el mismo, ya que no siempre es
posible desplazar el potencial de pico de uno de los metales sin ejercer algiin efecto sobre la
sefial correspondiente al otros. Aunque, también existe la posibilidad de utilizar un agente
complejante que actie como enmascarante selectivo del metal que actia como interferente.
Este es el papel del 4cido etilendiaminotetraacético (AEDT) cuando se utiliza en la
determinacién mediante voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anédica
de talio en presencia de plomo y cadmio [189-191].

Otras alternativas para resolver este problema se encuentran en el uso de técnicas
electroquimicas con cambio de medio [192, 193] o en la adici6n de agentes tensoactivos
[194]. Incluso, la adicién de un tercer elemento que forme, sobre el electrodo de mercurio,
un compuesto intermetélico estable con uno de los metales interferentes ha sido aplicada a
problemas de solapamiento de picos. Un ejemplo de este iltimo método se encuentra en la
adicién de cobre para minimizar la interferencia debida a la presencia de indio y cadmio en

la determinacién de plomo y talio [195].

Garai y otros [196] han llevado a cabo la resolucién de picos solapados en andlisis por
potenciometria diferencial con redisolucién anédica (DPSA) considerando las diferencias
existentes entre los potenciales de semionda, el nimero de electrones implicados en la
reaccién electrédica y la relacién de concentraciones de los iones que estdn siendo

determinados de forma simultinea.

Collado y otros [197] han desarrollado un procedimiento para eliminar o disminuir el
solapamiento de picos en la determinacién de cobre, plomo y cadmio por voltamperometria
adsortiva de redisolucién catédica y barridos de potencial rdpidos. El método consiste en la
substraccién de barridos repetitivos en los cuales alguno de los picos se ha eliminado
modificando adecuadamente los potenciales y tiempos de acumulacién y reoxidacion.

La utilizacién de técnicas de voltamperometria anédica con acumulacién ofrece
también la posibilidad de obviar el problema desplazando el potencial de acumulacién hasta
que el ion metdlico con potencial de pico més negativo no se acumule sobre el electrodo. Este
procedimiento tiene el inconveniente de que, en esas condiciones, ese ltimo analito no puede

ser determinado.

Como ya se sefial6 en el capitulo anterior, existe una gran variedad de referencias

bibliograficas relacionadas con metodologfas no experimentales utilizadas en la resolucién de
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problemas originados por la presencia de sefiales solapadas. Algunas de las fuentes citadas
incluso hacfan referencia concreta a la determinacién electroquimica de plomo y talio [172,
180, 181, 184]. Henrion y otros [33] utilizan la regresién multivariante PLS para resolver el
problema de solapamiento de estos dos analitos. Ortiz y otros [198], en cambio, abordan el
problema desde un punto de vista mds amplio, aplicando la metodologia de la regresién
continua [6]. Esta técnica de regresién ofrece la posibilidad de seleccionar en un espacio
continuo de modelos multivariantes aquellos que conducen a las mejores predicciones, que

no siempre han de coincidir con las correspondientes al modelo PLS.

En el presente capitulo se ha optado por utilizar la regresion PLS en la determinaci6n
multivariante de plomo y talio por voltamperometrfa diferencial de impulsos con redisolucién
anddica, aplicdndose posteriormente un procedimiento de transferencia del calibrado

multivariante a lo largo del tiempo.

II1.6.1 Experimental

Reactivos

Todos los reactivos utilizados han sido de calidad para andlisis y no se han realizado
purificaciones posteriores sobre ellos. Las disoluciones patrén fueron preparadas usando en
todos los casos agua desionizada proporcionada por un sistema Barnstead NANO Pure II. El
gas inerte utilizado para eliminar el oxigeno disuelto en las medidas voltamperométricas fue
nitrégeno (99.997%). Como electrélito soporte se utilizé una disolucién constituida por
H,C,0, 0.1 M y HCI 0.1 M, que presentaba un pH = 1.037 y actuaba al mismo tiempo como

disolucién tamp6n.

Instrumental

Las medidas voltamperométricas fueron realizadas utilizando un procesador Metrohm 646 VA
junto con una unidad 647 VA equipada con un electrodo muitimodo Metrohm (MME) que
actué en el modo gota de mercurio colgante (HMDE). El sistema de tres electrodos se
completé con un electrodo de referencia Ag/AgCVKCl (3M) y un electrodo auxiliar de
platino. La técnica voltamperométrica empleada en este andlisis ha sido la voltamperometria
diferencial de impulsos con redisolucién anédica (DPASV).
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Los andlisis de datos se llevaron a cabo utilizando los programas PARVUS [57],
STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59].

Procedimiento experimental

La disolucién a analizar se introdujo en una celda polarografica, burbujedndose nitrégeno a
través de ella durante 10 min con el fin de eliminar el oxigeno disuelto en la misma. A
continuacién, se aplicé un potencial de deposicién de -600 mV durante un perfodo de 30 s,
tras lo cual se desconect6 la agitacién y, transcurrido un tiempo de equilibrio de 20 s, se
realiz6 un barrido de potencial desde -558 mV hasta -282 mV, registrandose la intensidad a
intervalos de 6 mV. En aquellos casos en los cuales se llevaron a cabo adiciones, la

disolucién fue desoxigenada durante 15 s antes de realizar una nueva medida.

Los pardmetros instrumentales utilizados en todos los anélisis realizados fueron los
siguientes: velocidad de barrido, 10 mV s”; amplitud del impulso, 50 mV; duracién del
impulso, 0.6 s; velocidad de agitacién durante el perfodo de acumulacién, 1290 rev s™; 4rea
nominal del electrodo, 0,40 mm?>.

I11.6.2 Disefno del experimento

Se ha sefialado anteriormente que la dificultad que entrafia normalmente la determinacién de
talio y plomo mediante técnicas electroquimicas se encuentra en el alto grado de solapamiento
que presentan las sefiales electroquimicas correspondientes a estos dos metales. Esta
interferencia es tan importante en el andlisis que, cuando en una etapa del mismo se ha
utilizado un disefio experimental préximo a un disefio central compuesto, los resultados han
indicado que la informaci6én aportada por el mismo para la construccién de un modelo de
calibrado PLS era insuficiente. Por tanto, se ha optado por usar un disefio experimental que
cubra mis ampliamente y de forma exhaustiva el dominio experimental, para que de esta
forma sea posible recoger toda la informaci6én necesaria para construir modelos de calibrado
PLS adecuados.

El disefio experimental seleccionado en este caso consiste en una serie de adiciones

equimoleculares de plomo y talio sobre una disolucién inicial de electrélito soporte, tal y
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como se indica en la Figura I11.6.1. Siguiendo ese disefio experimental se han llevado a cabo
dos calibrados completos en diferentes dias, el calibrado H, realizado en primer lugar, y el
calibrado I, obtenido dfas después. Ello permite disponer de dos conjuntos de datos obtenidos
con el mismo. instrumento, pero en situaciones diferentes, entre los cuales poder establecer
una relacién mediante un procedimiento de transferencia de calibrado.

st 51 52 53 54 55 -
14
aF a1 2 1 43 44 45 -

Nivel de talio
(%]

31 32 33 34 35 A
13
2r 21 22 23 24 25 9
1 11 tl 12 13 14 15
1 2 3 4 5
Nivel de plomo

Figura IIL.6.1 Distribucién de muestras de los calibrados H e I. El primer digito indica el
nivel de talio y el segundo el de plomo. Muestras test: 7/ a 4.

Ademids de las 25 muestras de que consta el disefio 5 x 5 indicado, se analizaron en
ambos calibrados otras cuatro muestras que van a ser consideradas como muestras test,
muestras ¢/ a 4 en la Figura I11.6.1, cuyas concentraciones respectivas se muestran en la

Tabla III.6.1 junto con las del resto del disefio.

Los voltamperogramas correspondientes a ambos calibrados se muestran en las Figuras
I11.6.2a-¢ y II1.6.3a-e, aprecidndose en ellos la existencia de dos picos voltamperométricos

muy solapados, que ya han sido resueltos con anterioridad mediante técnicas multivariantes
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Tabla ITL6.1 Disefio experimental de los calibrados H e 1. Cada simbolo de
la segunda columna indica que se realizaron adiciones sobre

una misma disolucién inicial.

—_— Disefio experimental Concentraciones (M x 10"
Talio Plomo Talio Plomo
1 X 1 1 3.2659 2.2909
tl x 1 1.5 3.2594 3.4295
2 X 1 2 3.2530 4.5636
3 X 1 3 3.2402 6.8185
4 X 1 4 3.2275 9.0557
5 X 1 5 3.2148 11.2754
6 X 2 5 6.4047 11.2315
7 s 2 1 6.5059 22818
8 A 2 2 6.4803 4.5457
9 A 2 3 6.4549 6.7918
10 2 4 6.4297 9.0203
3 2.5 4 8.0214 9.0027
11 o© 3 1 9.7205 2.2728
12 o 3 2 9.6824 4.5278
13 o 3 3 9.6445 6.7652
14 o 3 4 9.6070 8.9852
15 o 3 5 9.5698 11.1880
16 = 4 1 12.9098 2.2639
17 = 4 2 12.8594 45102
2 = 4 2.5 12.8343 5.6267
18 = 4 3 12.8093 6.7389
19 = 4 4 12.7597 8.9504
20 = 4 5 12.7104 11.1448
4 = 4.5 5 14.2717 11.1233
21 5 1 16.0742 2.2551
22 - 5 2 16.0117 44926
23 . 5 3 15.9496 6.7128
24 - 5 4 15.8880 8.9158
25 - 5 5 15.8269 11.1019
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Figura I11.6.2a Voltamperogramas correspondientes al calibrado H, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.6.2b Voltamperogramas correspondientes al calibrado H, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura I11.6.2c Voltamperogramas correspondientes al calibrado H, obtenidos con una misma disolucién
inicial.
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Figura I11.6.2d Voltamperogramas correspondientes al calibrado H, obtenidos con una misma disolucién -
inicial.
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Figura IIL.6.2¢ Voltamperogramas correspondientes al calibrado H, obtenidos con una misma disolucién

inicial.
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Figura IIL6.3a Voltamperogramas correspondientes al calibrado I, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura I11.6.3b Voltamperogramas correspondientes al calibrado I, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL6.3¢ Voltamperogramas correspondientes al calibrado I, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL.6.3d Voltamperogramas correspondientes al calibrado I, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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Figura IIL6.3e Voltamperogramas correspondientes al calibrado I, obtenidos con una misma disolucién inicial.
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de regresién [33, 198]. Sin embargo, en el presente andlisis se partié de un electrélito soporte
que debido posiblemente a la existencia de alguna impureza presentaba, en las condiciones
en las que se llevé a cabo el andlisis, una sefial voltamperométrica en la misma zona en la
que aparecian los picos de los analitos de interés, como se puede apreciar en la Figura IIL.6.4,

interfiriendo notablemente en la sefial registrada.

120 ' L] T T T T

Intensidad / nA

-550 -500 -450 -400 -350 -300
Potencial / mV

Figura III.6.4  Voltamperogramas correspondientes al blanco (- -) y a la muestra 33 del calibrado H restada
de ésta la sefial del blanco (— -) y sin restar (—).

En dicha figura, se muestran los voltamperogramas correspondientes al blanco
experimental y a una de las muestras del calibrado H, en trazo punteado y continuo
respectivamente, asf como el voltamperograma obtenido al restar la sefial del blanco de la
sefial total, linea (— -). Es posible observar c6mo la sefial debida al blanco provoca un
incremento importante de la intensidad registrada en el voltamperograma original (—)

respecto de la sefial neta (— -), obtenida cuando se ha restado la sefial del electrélito soporte.
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Al mismo tiempo se registra un desplazamiento respecto al eje de potenciales del maximo de
pico de la sefial correspondiente al talio. El efecto que sobre las sefiales originales tiene el
blanco experimental resulta evidente cuando se comparan las Figuras II1.6.2 y IIL.6.5, ya que
en esta ultima se muestran los voltamperogramas obtenidos al restar a cada una de las

muestras del calibrado H el blanco experimental correspondiente.

180 ! 1 -1 YA T T

160

Intensidad / nA
[=,) [« =] = l":) =
3 8 3 = 3
L] 1 T T T

£
o
T

[30]
[=]
I

N =
-550 -500 -450 -400 -350 -300
Potencial / mV

Figura IIL.6.5 Voltamperogramas obtenidos al restar a las sefiales originales del calibrado H la sefial
correspondiente al blanco experimental.

A diferencia de lo que suele ser el procedimiento habitual, en este andlisis no se
utilizaron los voltamperogramas a los que se habfa restado la sefial del blanco experimental,
es decir, la sefial correspondiente al electrélito soporte, sino que se opté por utilizar las
sefiales voltamperomeétricas originales y comprobar si los métodos multivariantes de regresién

utilizados eran capaces de modelar esta interferencia.
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I11.6.3 Analisis multivariante

I11.6.3.1 Modelos PLS

Construccion de los modelos PLS

Se han desarrollado modelos de regresién PLS tanto para el talio como para el plomo en cada
uno de los dos calibrados que se han llevado a cabo, calibrados H e I. Al igual que en los
capitulos precedentes, estos modelos de regresién se han construido de forma independiente
para cada uno de estos dos analitos, tomdndose como variables predictoras las intensidades
registradas a 47 valores de potencial igualmente espaciados entre -558 mV y -282 mV. La
variable respuesta viene dada en cada caso por la concentracién de uno de los analitos,
correspondiéndose la misma con los valores que se encuentran en la Tabla IT1.6.1, en la cual
se puede apreciar que el disefio experimental utilizado recorre 5 niveles de concentracién

diferentes para cada analito.

Las matrices de datos experimentales, matrices H e I de dimensiones 29 x 47,
contienen la informacién relativa a los voltamperogramas originales, es decir, a las sefiales
originales de las cuales no se ha restado la sefial correspondiente al blanco experimental. La
matriz de las variables respuesta tiene de dimensiones 29 x 2, siendo 2 el mimero de analitos

a determinar en el andlisis.

Los modelos PLS se han construido utilizando el método de validacién cruzada [22,23]
con objeto de evaluar la estabilidad y la capacidad de prediccién de los mismos. Con el
mismo fin se ha dispuesto de las cuatro muestras test, t/ a t4, que serdn utilizadas como

conjunto de evaluacién a lo largo de todo el andlisis.

Evaluacion de los modelos PLS

Una primera aproximacién a los modelos PLS construidos para los calibrado H e I la
proporcionan los porcentajes de varianza explicada y de varianza en prediccién relacionados
con dichos modelos. Estos valores se encuentran en las Tablas II1.6.2 y III.6.3, para el
calibrado H y el calibrado I respectivamente, y se puede observar que, a pesar del alto grado
de solapamiento que presentaban las dos sefiales voltamperométricas, los porcentajes de
varianza explicada son bastante altos. Incluso son un indicio claro de que se ha superado la

interferencia debida a la sefial correspondiente al blanco experimental, que no era en absoluto
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despreciable si se tiene en cuenta la relacién entre ésta y las sefiales correspondientes a los
analitos de interés, sobre todo en lo que se refiere al talio, con cuyo pico voltamperométrico

la sefial del blanco se solapa completamente.

Tabla ITI.6.2 Porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V:: L}
seleccionadas en cada uno de los modelos PLS construidos en el calibrado H.

Talio Plomo
v L Bloque Y Blogque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.
explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 47.15 48.93 81.00 54.43 55.71 81.00
2 94.31 94.62 98.10 99.28 99.32 98.10
3 99.68 99.65 99.33 99.36 99.40 99.27
4 99.71 99.67 99.52 99.58 99.57 99.57
5 99.72 99.64 99.72 99.58 99.52 99.75
6 99.72 99.53 99.86 99.59 99.49 99.86

Tabla I11.6.3 Porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V. L.)
seleccionadas en cada uno de los modelos PLS construidos en el calibrado I.

Talio Plomo
V. L Bloque Y Blogue X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.
explicada prediccidn explicada explicada prediccién explicada
1 50.99 52.75 80.64 51.98 53.23 80.64
2 97.17 97.37 98.41 99.37 99.35 98.41
3 99.34 99.22 99.24 99.43 99.38 99.16
4 99.58 99.52 99.76 99.46 99.36 99.76
5 99.74 99.51 99.80 99.71 99.23 99.78
6 99.78 99.51 99.86 99.91 99.21 99.78

Los scores correspondientes a los modelos PLS construidos con los datos del calibrado
H y representados en las Figuras II1.6.6 y IT1.6.7 para talio y plomo respectivamente, son muy
similares a aquellos obtenidos para el calibrado 1. En ellos se puede observar cémo las tres
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primeras variables latentes estdn relacionadas en gran medida con la concentracion de ambos
analitos, como se deduce también del elevado porcentaje de varianza del bloque Y que
explican. La primera variable latente, como ocurre habitualmente cuando se analizan datos
que no han sido normalizados previamente, estd relacionada en gran medida con las
direcciones de variabilidad de las propias variables-predictoras, es decir, el denominado factor
tamarfio, hecho que también sefialan los valores de varianza explicada por esta primera

variable latente en el bloque X.
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Figura IIL.6.6  Scores del modelo PLS construido para la determinacién de talio en el calibrado H.

Sin embargo, la segunda variable latente recoge informacién relacionada con la
concentracién del analito de interés en cada caso y corrige de forma adecuada la interferencia
debida al solapamiento de las sefiales en el modelo construido por la primera variable latente.
En el plano formado por las proyecciones de los scores calculados con ambas variables

latentes las muestras de calibrado aparecen distribuidas segtin el disefio experimental utilizado.
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Figura I1L.6.7 Scores del modelo PLS construido para la determinacién de plomo en el calibrado H.

Esta interpretacién de las dos primeras variables latentes se ve confirmada cuando se
considera la estructura de los loadings correspondientes a cada uno de los modelos PLS
construidos para el calibrado H, que se representan en las Figuras II1.6.8 y II1.6.9. Los
loadings de la primera variable latente reproducen la forma de lo que seria un
voltamperograma medio, mientras los de la segunda variable latente evidencian la presencia
de dos picos muy solapados, presentando éstos valores positivos o negativos dependiendo de
que los potenciales correspondientes estén relacionados con uno u otro analito. Tienen valor
positivo aquellos loadings que se corresponden con los potenciales en que aparece el pico del
analito para el que se construye ese modelo PLS en concreto, mientras que tienen signo

opuesto los correspondientes al analito cuya concentracién no se estd modelando.

Por otro lado, la tercera variable latente también implica una correccién del modelo

PLS construido con las dos variables latentes anteriores. La relacién lineal existente entre los
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Figura IIL.6.8 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el talio en el calibrado H.

scores de la tercera variable latente y los de la primera indica que el fenémeno que modela
esta tercera variable latente ha de estar intimamente relacionado con las variables predictoras
en si mismas, es decir, con algo que hace referencia a la sefial global y no a la concentracién

de uno u otro analito en concreto.

De hecho, los scores calculados con la tercera variable latente parecen "ordenar” las
muestras de calibrado considerando pricticamente la suma de las concentraciones de ambos
analitos, al igual que ocurre con la primera variable latente, aunque en este caso la magnitud
de los scores es mucho menor y se puede relacionar con la interferencia debida al blanco
experimental. Este extremo se vio confirmado cuando al construir un modelo PLS con las
sefiales a las que previamente se habia restado la sefial del blanco experimental, es decir, los
voltamperogramas de la Figura II1.6.5, no se encontr6 ninguna variable latente con esta

estructura.
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Figura I11.6.9 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el plomo en el calibrado H.

Los loadings asociados con esta tercera variable latente parecen establecer una
oposicién entre los potenciales de la sefial del blanco y los correspondientes al pico
voltamperométrico del talio. La inclusién de esta tercera variable latente en los modelos PLS
construidos supone un incremento mayor de la varianza explicada por los modelos PLS en
el caso del talio que en el del plomo, lo cual es 16gico si se tiene en cuenta que la sefial del

blanco afecta principalmente al pico voltamperométrico del talio.

En cuanto a la cuarta variable latente que forma parte de todos los modelos
construidos, excepto del correspondiente al plomo en el calibrado I, parece estar mis bien
relacionada con muestras u objetos concretos, que con algin otro fenémeno mas general,

como seifialan los scores correspondientes a la misma.

La buena capacidad de prediccién de estos modelos y la estabilidad de los resultados

obtenidos viene dada por los altos valores de varianza en prediccién proporcionados por los
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mismos y por la proximidad de éstos a los valores de varianza explicada correspondientes.
En los modelos PLS construidos para el talio y el plomo con el calibrado H han sido
necesarias 4 variables latentes, mientras que en los modelos correspondientes al calibrado I

se seleccionaron 4 y 3 variables latentes para los modelos del talio y el plomo.

También es posible llevar a cabo una evaluacién de estos resultados considerando
verdaderas predicciones a través de los errores asociados con las concentraciones de las
muestras del conjunto test, que son completamente ajenas a los modelos PLS construidos.

Dichos errores estén en las Tablas I11.6.4 y II1.6.5 para los calibrados H e I respectivamente.

Tabla III.6.4 Errores relativos (en %) asociados con
las concentraciones de las muestras del
conjunto test del calibrado H.

Analito
Muestra
Talio Plomo
t! 0.06 2.29
12 4.18 2,77
t3 0.60 5.39
14 -1.21 -0.73

Tabla II1.6.5 Errores relativos (en %) asociados con
las concentraciones de las muestras del
conjunto test del calibrado I.

Analito
Muestra
Talio Plomo
tl 7.01 7.17
12 -2.39 -2.79
13 -2.20 -4.47
t4 -2.85 -3.40

Todos ellos se encuentran préicticamente por debajo del 5%, salvo en el caso de la
muestra ¢/ del calibrado I en donde se llega a un 7%, por lo que se puede considerar que
estos errores se encuentran dentro de lo esperado cuando se utilizan técnicas

voltamperométricas que implican una etapa de redisolucién.
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I11.6.3.2 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento PDS

Seguidamente se ha procedido a llevar a cabo la transferencia de calibrado mediante los dos
métodos de transferencia utilizados previamente, los procedimientos PDS y GCT, tomando
el calibrado H como calibrado patrén que se transfiere a la situacién I, considerada como

situacion satélite.

Aplicacion de la funcién "pdsgen”

El procedimiento PDS se ha aplicado utilizando la funcién "pdsgen" definida anteriormente

mediante el formato de entrada/salida que se indica a continuacién

(F,sub] = pdsgen(H,I,w,no)
donde se introducen los siguientes parimetros de entrada

H: Matriz con los voltamperogramas correspondientes al calibrado H, es decir, los
correspondientes a la situacién patrén. Tiene de dimensiones 29 filas (un
voltamperograma por cada muestra de la Tabla III.6.1) por 47 columnas (potenciales

a los que se ha registrado la intensidad).

I: Matriz con los voltamperogramas del calibrado I, es decir, los obtenidos en la
situacién considerada como satélite. Tiene las mismas dimensiones que H, y sus

elementos se encuentran en idéntico orden.

w: Escalar que indica cuédntos valores de potencial constituyen la ventana mévil que se
utiliza en el célculo de la matriz de transferencia. En las transferencias de calibrado
que se han realizado con diferentes conjuntos de transferencia se han utilizado
ventanas que van de 3 a 47 variables predictoras (3, 5, 7, ... , 47), lo que equivale a

un total de 23 tamafios de ventana distintos.

no:  Vector fila en el que se especifican las muestras que se van a utilizar en la
transferencia de calibrado; dichas muestras, que constituyen los subconjuntos de
transferencia utilizados en la transferencia de calibrado, se encuentran representadas
en la Figura III.6.10. Todos los conjuntos de transferencia propuestos, salvo el
primero, suponen una reduccién importante del nimero de muestras necesarias para

llevar a cabo la determinacién de las concentraciones del calibrado satélite.
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Figura I11.6.10

Subconjuntos de transferencia utilizados en la transferencia de calibrado (muestras 9). En
ordenadas el nivel de talio y en abscisas el de plomo.

Los pardmetros de salida son, como se ha indicado anteriormente, la matriz de

transferencia F que en este caso tiene dimensiones 47 x 47, y el vector sub que es idéntico

al vector no introducido y por tanto contiene los indices de las muestras que componen cada

uno de los subconjuntos de transferencia.

Se han realizado un total de 207 transferencias de calibrado (23 x 9) independientes

al variar tanto el conjunto de transferencia como el tamafio de ventana utilizados en el

procedimiento de transferencia, de forma que es posible estimar cuales son los valores

6ptimos de estos dos pardmetros en la determinacién de talio y plomo. Para evaluar la calidad

de las transferencias de calibrado llevadas a cabo se han considerado los valores del SEP, que

se encuentran representados en las Figuras IIL6.11 y IIL6.12, para talio y plomo

respectivamente, a través de las correspondientes superficies de respuesta y curvas de nivel.
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SEP

Figura IT1.6.11 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP correspondiente al talio.
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Figura IIL.6.12 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SEP correspondientes al plomo.
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Andlisis de los resultados

Las Figuras III.6.11 y II1.6.12 evidencian claramente que los mejores resultados obtenidos
para ambos analitos se corresponden con las transferencias de calibrado llevadas a cabo con
los subconjuntos de transferencia 1 y 7, mientras que el subconjunto 6 estd asociado con los
errores mayores en un amplio rango de tamafios de ventana. Unicamente para tamafios de
ventana entre 15 y 20 este dltimo subconjunto de transferencia ofrece resultados aceptables
para el talio, pero no asi para el plomo, analito para el cual los errores proporcionados por

el subconjunto de transferencia 6 son los més altos.

Las peculiaridades asociadas con el conjunto de transferencia 6 se deben a que este
conjunto tiene un defecto estructural importante [124], ya que existe una correlacién méxima
entre las muestras que lo forman. La concentracién de ambos analitos crece simultineamente
en todas las muestras que constituyen este conjunto de transferencia, lo cual lleva a una
pésima capacidad predictiva del procedimiento de transferencia cuando se le ha utilizado en
el cdlculo de la matriz de transferencia. En este caso, se podria decir que se ha utilizado un
disefio del conjunto de transferencia deficiente ya que, debido a la distribucién de las muestras
experimentales, no aporta la suficiente informacién respecto de la situacién satélite para un

ajustado cdlculo de la matriz de transferencia.

Estas conclusiones coinciden con las que se pueden extraer de los diagramas Box plot
construidos con los diferentes valores del SEP obtenidos en las transferencias de calibrado
llevadas a cabo con distintos valores de no y w, los cuales estdn representados en las Figuras
II1.6.13 y III.6.14, asi como con los test de Tukey y Newman-Keuls, cuyos resultados se
muestran en las Tablas II1.6.6 y IIL.6.7. Entre los resultados producidos por los subconjuntos
de transferencia 1 y 7 no existen diferencias estadisticamente significativas y en alguna
ocasién, segun sefala el test de Tukey correspondiente a la transferencia de calibrado
realizada para la determinacién de talio, éstos son incluso comparables a los correspondientes

al subconjunto de transferencia 2.

Dado que el subconjunto de transferencia 1 implica a todas las muestras de calibrado
en el proceso de transferencia, el esfuerzo experimental necesario es equivalente a una
recalibracién completa, mientras que el subconjunto 7 requiere \inicamente la medida de 9
muestras patrén para llevar a cabo la transferencia, parece claro que éste ultimo seria el
conjunto Optimo para la determinacién de talio y plomo a través del procedimiento de

transferencia de calibrado que se ha realizado.
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Figura I116.13 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado para el talio.
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Figura I1L6.14 Diagramas Boxplot correspondientes a los valores del SEP obtenidos en la transferencia de
calibrado para el plomo.

Esta eleccién parece muy evidente en lo que se refiere al conjunto de transferencia,
sin embargo, en lo que respecta al tamafio de ventana el abanico de posibilidades es menos
restringido, tal y como indican los test de rangos llevados a cabo, Tablas I11.6.6 y I11.6.7, los

cuales no aprecian diferencias estadfsticamente significativas entre los diversos tamafios de
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Tabla II1.6.6 Resultados de los tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP
correspondientes a las transferencias de calibrado llevadas a cabo en la determinacién de talio.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Grupos homogéneos i Grupos homogéneos
Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
1 0.5705 X X 17 0.7914 X X
7 0.6371 XX XX 19 0.8018 X X
2 0.8160 XXX XX 15 0.8217 X X
3 0.8483 XX XX 7 0.8402 X X
4 0.8578 XX XX 5 0.8410 X X
5 0.8725 XX XX 21 0.8540 X X
8 0.9173 X X 13 0.8585 X X
9 0.9443 X X 9 0.8589 X X
6 1.8578 X X 11 0.8727 X X
3 0.8747 X X
23 0.9165 X X
25 0.9540 X X
27 0.9852 X X
41 0.9935 X X
43 0.9942 X X
47 0.9955 X X
39 0.9956 X X
45 0.9956 X X
37 0.9993 X X
29 1.0016 X X
35 1.0045 X X
31 1.0078 X X
33 1.0083 X X

ventana utilizados. Ello se debe a que el conjunto de transferencia 6 introduce una enorme
dispersi6n en los datos, como se puede apreciar en los diagramas Box plot correspondientes
al tamaiio de ventana, Figuras I11.6.13 y II1.6.14.
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Tabla II1.6.7 Resultados de los tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP
correspondientes a las transferencias de calibrado llevadas a cabo en la determinacién de plomo.

Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
Nivd et Grupos homogéneos O — Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls
1 0.3548 X X 27 0.5620 X
7 0.3852 X X 25 0.5671 X X
2 0.5678 X X 29 0.5720 X X
3 0.6073 XX XX 39 0.5720 X X
4 0.6134 XX XX 37 0.5722 X X
5 0.6307 XX XXX 41 0.5728 X X
8 0.6603 X XX 35 0.5732 X X
9 0.6855 X X 31 0.5738 X X
6 0.8551 X X 33 0.5740 X X
43 0.5742 X X
45 0.5760 X X
47 0.5763 X X
23 0.5816 X X
9 0.5989 X X
7 0.6058 X X
5 0.6085 X X
11 0.6120 X X
21 0.6130 X X
19 0.6290 X X
13 0.6355 X X
17 0.6421 X X
15 0.6445 X X
3 0.6619 X X

Llegados a este punto, para seleccionar el tamafio de ventana éptimo se han tenido en
consideracién los valores de SEP correspondientes al subconjunto de transferencia 7, los
cuales se muestran en las Figuras I11.6.15 y III.6.16 para talio y plomo respectivamente,
acompaiiados del SET correspondiente. La evolucién de los valores del SET en funcién de
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los diferentes conjuntos de transferencia utilizados ha sido en todo momento paralela a la
correspondiente al SEP.

En la Figura II1.6.15 se observa que en el caso del talio los valores de SEP se
encuentran un poco por encima de los correspondientes al SET, pero que los valores minimos
de ambos coinciden en tamaiios de ventana grandes, por lo que en la transferencia llevada a
cabo para la determinacién de este analito se ha seleccionado un tamafio de ventana 47.
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Figura I11.6.15 Valores de SEP y SET obtenidos en la determinacién de talio mediante el procedimiento de
transferencia de calibrado PDS con el conjunto de transferencia 7.

Cuando se considera la situacién correspondiente al plomo, Figura II1.6.16, se observa
que también en este caso los valores del SEP estdn por encima de los del SET y que siguen
exactamente la misma pauta, que sefiala el tamafio de ventana 21 como O6ptimo para la

determinacién de este analito ya que se corresponde con el valor minimo del SEP.
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Figura I1L6.16 Valores de SEP y SET obtenidos en la determinacién de plomo mediante el procedimiento de
transferencia de calibrado PDS con el conjunto de transferencia 7.

Los resultados de las transferencias de calibrado llevadas a cabo en estas condiciones
quedan reflejados en los errores asociados con las concentraciones calculadas para las
muestras del conjunto test del calibrado I, los cuales se muestran en la Tabla II1.6.8. Estos
errores, obtenidos tras llevar a cabo la transferencia de calibrado, son del mismo orden que
los alcanzados para las mismas muestras test por los modelos PLS construidos con todas las
muestras del calibrado I, Tabla III.6.5. Sin embargo, cuando las determinaciones se han
llevado a cabo mediante el procedimiento de transferencia de calibrado dnicamente se han
utilizado 9 de las 25 muestras de calibrado. Por lo tanto, el procedimiento de transferencia
utilizado conduce a una disminuci6n efectiva del esfuerzo experimental, sin que ello conlleve

una disminucién significativa de la calidad de las estimaciones realizadas.
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Tabla II1.6.8 Errores relativos (en %) para las
muestras del conjunto test. no =7y w =
47 para el talio y no = 7y w = 21 para

el plomo.
Analito
Muestra
Talio Plomo
t] 507 0.71
12 -3.13 -2.95
13 -4.72 -5.24
4 -6.77 -3.38

I11.6.3.3 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT

Aplicacion de la funcion "gct"

La funcién "gect" ha sido utilizada para realizar una nueva transferencia de calibrado entre la
situacién H y la situacién 1. Para ello se han utilizado las matrices de datos correspondientes
a los calibrados H e I indicadas anteriormente, junto con los diferentes conjuntos de
transferencia representados en la Figura II1.6.10. Los pardmetros introducidos en la funcién
"gct" han sido los siguientes:

[F,sub] = gct(H,I,15,no0,3,Hcer)
donde H e I son las matrices de datos sefialadas, y no es el vector que indica las muestras

que forman parte de los conjuntos de transferencia utilizados.

Una vez obtenidas las matrices de transferencia, se transforman los coeficientes de los
modelos PLS del calibrado H y con ellos se calculan las concentraciones de las muestras del
conjunto test del calibrado I. Los valores de SEP y SET asociados con las transferencias de
calibrado Ilevadas a cabo para talio y plomo mediante el procedimiento de transferencia GCT
se muestran en las Figuras I11.6.17 y II1.6.18.

Andlisis de los resultados

Al igual que ocurria en el procedimiento de transferencia PDS utilizado previamente, los
subconjuntos de transferencia asociados con los valores de SEP menores sonel 1 yel 7, e

incluso el conjunto 2 en el caso del talio, como puede observarse en la Figura I11.6.17. De
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Figura II1.6.17 Valores de SEP y SET obtenidos en la determinaci6n de talio mediante el procedimiento de
transferencia de calibrado GCT.

hecho, el conjunto 6 continia proporcionando los errores mayores, sobre todo en el caso del
talio, donde incluso el valor del SET dobla el correspondiente valor de SEP.

Los errores asociados con la concentracién de talio y plomo de las muestras test del
calibrado I cuando ésta se ha calculado mediante este procedimiento de transferencia se
encuentran en la Tabla II1.6.9. Estos valores estdn un poco por encima de los errores
correspondientes a los propios modelos PLS del calibrado I, Tabla III.6.5, e incluso de los
obtenidos cuando se aplicé el procedimiento de transferencia de calibrado PDS, Tabla II1.6.8,

aunque siguen dentro de lo que cabe esperar cuando se utilizan estas técnicas de anélisis.

En principio, el uso de uno u otro método de transferencia de calibrado no parece
conducir a resultados significativamente diferentes, incluso en lo que se refiere al esfuerzo
experimental requerido para llevar a cabo cada uno de ellos ya que las muestras del conjunto

de transferencia son las mismas en uno y otro caso.
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Figura I11.6.18 Valores de SEP y SET obtenidos en la determinacién de plomo mediante el procedimiento de
transferencia de calibrado GCT.

Tabla II1.6.9 Errores relativos (%) asociados con las
muestras del conjunto test del calibrado
I tras la transferencia de calibrado CGT
realizada con el subconjunto de
transferencia 7.

Analito
Muestra
Talio Plomo
tl 6.39 9.73
12 -3.01 -3.05
t3 -4.87 -4.57

4 -7.61 -4.19




I11.7 EFECTO MATRIZ Y TRANSFERENCIA DE CALIBRADO
ENTRE INSTRUMENTOS

Cuando se utilizan técnicas electroquimicas que incluyen una etapa de redisolucién, la
aparicién de respuestas solapadas puede deberse a la existencia de dos o mds especies capaces
de formar amalgamas sobre el electrodo de mercurio, o también, a la presencia de especies
electroactivas en la propia disolucién que también puedan dar lugar a la aparicién de sefiales
electroquimicas a los mismos valores de potencial que el o los analitos de interés. En este
iltimo caso, el fenémeno se conoce de forma mds general como efecto matriz. El ejemplo
mds comin de este tipo de interferencia en los andlisis electroquimicos viene dado por la
presencia de oxigeno en disolucién, ya que la concentracién del mismo puede llegar a ser del

orden de 10° M en soluciones acuosas a presién y temperatura ambiente.

El oxigeno disuelto ejerce en los andlisis voltamperométricos con redisolucién sobre
electrodo de mercurio el mismo efecto interferente que en la polarografia cldsica ya que,
dependiendo del pH, éste es susceptible de reducirse en dos etapas originando sendas sefiales
electroquimicas que pueden solapar las correspondientes al analito de interés. Incluso se
pueden producir otras complicaciones debido a la reactividad quimica de este elemento, que
podria oxidar algunos metales de la amalgama formada en la superficie del electrodo o
incluso precipitar iones metdlicos en las proximidades del mismo. Por estas razones, el
oxigeno debe ser eliminado de las disoluciones electroquimicas antes de la etapa de

preconcentracién.

Otra interferencia que responde a este mismo esquema y que no resulta tan fécil de
eliminar como la debida al oxigeno es la que origina la presencia de hierro en la
determinacién electroquimica de cobre. El cobre es un elemento que se incluye en multitud
de andlisis rutinarios (aguas naturales y residuales, alimentos, metalurgia, etc.), en los cuales
se puede encontrar acompaiiado de concentraciones elevadas de hierro [199-201]. Este dltimo
elemento puede actuar como interferente cuando se lleva a cabo la determinacién de cobre

[202-203], y en particular cuando para ello se utilizan técnicas electroquimicas [204-207].
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Para minimizar las interferencias originadas en el andlisis por el efecto matriz se
dispone de una serie de métodos cuya finalidad es evitar llevar a cabo separaciones quimicas
en la muestra. Uno de estos métodos consiste en preparar patrones de calibrado que
reproduzcan lo méds aproximadamente posible la matriz en la que se va a determinar el
analito. Otros por el contrario, proponen procedimientos experimentales alternativos tales
como el método del estdndar interno o el método de adicién estdndar. La aplicabilidad de
unos y otros se encuentra limitada por la complejidad de la matriz de que se trate y por el
tipo de interferencia ejercida por la misma, que puede ser aditiva o multiplicativa [208].

Una solucién al problema que suponen las interferencias debidas a la propia
disolucién, o lo que es lo mismo, al denominado efecto matriz, cuando se trabaja con técnicas
voltamperométricas, se encuentra en los procedimientos de intercambio de medio, en los
cuales la etapa de preconcentracién se lleva a cabo en la propia disolucién, mientras que la
posterior etapa de redisolucién se realiza en un medio m4s adecuado para el andlisis. El
cambio a una disolucién que contenga electrélito soporte "blanco" eliminaria la interferencia
a que se estd haciendo referencia. Gottestfeld y Ariel propusieron la aplicacién de este
procedimiento en la determinacién de concentraciones bajas de cobre en aceros de alta
aleacién [209] depositando el cobre sobre un HMDE en una disolucién alcalina de
trietanolamina y realizando la determinacién, tras un cambio a otra disolucién ya
desoxigenada de trietanolamina, a partir del voltamperograma de redisolucién anédica.

Sin embargo, a pesar de que las ventajas del procedimiento de intercambio de medio
son bien conocidas, este método lleva asociados una serie de problemas experimentales que
limitan enormemente su uso. Se trata de cuestiones tales como la exposicién del electrodo a
la atmésfera, la posible cotransferencia de la disolucién original, la ruptura del circuito

eléctrico, etc.

Otra forma de abordar esta cuestién es la propuesta por Bonelli y otros [210], los
cuales utilizan una aproximacién substractiva que corrige la contribucién del hierro a la
intensidad registrada. Estos autores consideran que la intensidad del pico voltamperométrico
del hierro es independiente del tiempo de acumulacién de la etapa de preconcentracién y
obtienen un voltamperograma a tiempo de acumulacién cero, el cual se resta posteriormente
tanto de la sefial de la muestra como de las de los patrones. El método completo implica la
reduccién a cenizas de la muestras por via himeda seguida de la reduccién del cobre al
formar una amalgama sobre el electrodo de mercurio en medio citrato aménico, que actia

simultdneamente como tampdn y electrélito soporte.
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El uso de electrélitos soporte tales como 4cido citrico-citrato, dcido acético-acetato,
etc., que ademds pueden actuar como sistemas tampén, es algo habitual en las
determinaciones electroquimicas de cationes metdlicos tales como cobre o hierro. Muchos de
estos electrélitos soporte tienen también tendencia a formar complejos con los cationes
metdlicos, por lo que se ha.n realizado numerosos estudios para conocer el comportamiento

de estos metales en presencia de agentes complejantes [211].

También es posible utilizar agentes quelantes para enmascarar selectivamente las
sefiales originadas por la presencia de iones metdlicos no deseados, e incluso emplear agentes
tensoactivos para enmascarar o desplazar estas sefiales. Esta posibilidad de inhibicién selectiva
ha sido utilizada por Lukaszewski y otros [194] para determinar impurezas en presencia de
un gran exceso de elemento matriz. De igual forma, Ismail y Etaiw [212], utilizan pirogalol
para suprimir la sefial correspondiente al Fe(III) en la determinacién de algunos metales por
polarografia. Pratt y William [213] utilizan 4cido fosférico como soporte para eliminar la
interferencia debida la Fe(III) en la determinacién de Cr(VI) por amperometria con inyeccién

en flujo.

También se encuentran ejemplos en la bibliografia en los cuales se recurre a procesos
de extraccién para eliminar el interferente. Meenakumari [205] propone llevar a cabo la
extraccién de hierro con dietil éter en la determinacién voltamperométrica de cobre, cadmio,
plomo y zinc en muestras de minerales de hierro. En algunos casos, se recurre a someter a

las muestras a tratamientos previos para separar el hierro en forma de hidréxido [214].

En el presente capitulo se ponen de manifiesto algunos problemas que pueden surgir
al aplicar el procedimiento substractivo propuesto por Bonelli y otros [210], y se sugiere una
estrategia alternativa para resolver el problema del efecto matriz en la determinacién de Cu(II)

en presencia de exceso de Fe(IIl) por DPASV.

II1.7.1 Experimental. Determinacion de Cu y Fe por
VDIRA

Reactivos

Todas las disoluciones fueron preparadas partiendo de reactivos de calidad para andlisis y de

agua bidestilada y posteriormente desionizada mediante un sistema Barnstead NANO Pure II.
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Las disoluciones patrén de Cu(Il) y Fe(IIl) fueron preparadas en medio 4cido para su
preservacion. Como electrélito soporte/tampdn se utiliz6 una disolucién constituida por 4cido
citrico/citrato que presentaba un valor de pH de 4.733. Todas las disoluciones analizadas
fueron desoxigenadas burbujeando nitrégeno (99.997%) antes de realizar cualquier medida

electroquimica.

Instrumental

Algunas de las medidas voltamperométricas se han llevado a cabo utilizando un sistema
pAUTOLAB de Eco Chemie conectado con una unidad IME 663 (Interface to Mercury
Electrodes) y con un 663 VA Metrohm que consta de un electrodo multimodo Metrohm
(MME) utilizado en el modo HMDE (0.40 mm? de 4rea nominal), un electrodo de referencia
Ag/AgCI/KCl (3M) y un electrodo auxiliar de carbono vitrificado (glassy carbon, GC). La
adquisicién de datos se realizé utilizando el programa General Purpose Electrochemical
System (GPES) [215].

El resto de las medidas voltamperométricas fueron realizadas utilizando el procesador
Metrohm 646 VA processor junto con el 647 VA equipado con un electrodo multimodo
Metrohm (MME) en el modo HMDE (0.40 mm? de 4rea nominal), un electrodo de referencia
Ag/AgCl/KCl (3M) y un electrodo auxiliar de platino.

En los andlisis voltamperométricos llevados a cabo se ha utilizado la voltamperometria
diferencial de impulsos con redisolucién anédica (DPASV) como técnica de medida.

Los andlisis de datos fueron realizados utilizando los programas PARVUS [57],
STATGRAPHICS [58] y MATLAB [59].

Procedimiento experimental

Cada disolucién fue desoxigenada durante 10 min. burbujeando nitrégeno, aplicdndose a
continuacién un potencial de deposicién de -1.3 V sobre el electrodo de trabajo durante 60
s. Al final de este periodo de acumulacién se desconectd la agitacién y, tras un tiempo de
equilibrio de 30 s, se aplicé un barrido de potencial anédico desde -0.154 V hasta 0.050 V
a una velocidad de barrido de 10 mV s (duracién del impulso, 0.6 s). Después de cada
adicién la disolucién se agité y desoxigené de nuevo durante 15 s, y se aplicé el mismo

procedimiento de medida.
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Cuando se utilizé el sistema pAUTOLAB la amplitud del impulso fue de -49.95 mV
y la velocidad de agitacién 1500 rev min”, mientras que con el equipo Metrohm 646 VA
processor la amplitud del impulso que se seleccioné fue -50 mV y la velocidad de agitacién

1290 rev min™. .

II1.7.2 Diseno del experimento

Se ha utilizado un disefio experimental en el que se recorren 6 niveles de concentracién de
cobre y hierro diferentes, realizdndose adiciones equimoleculares de cada uno de estos analitos
de forma que se cubre exhaustivamente el espacio experimental, tal y como se muestra en la
Figura IIL.7.1. La experiencia consta de un total de 36 muestras de calibrado y de cuatro
muestras test (muestras ¢/ a t4) cuyas concentraciones se indican en la Tabla III.7.1. Como
puede observarse en dicha tabla, la concentracién de hierro es del orden de cien veces

superior a la de cobre.

Siguiendo el disefio experimental de la Tabla III.7.1 se han llevado a cabo tres
calibrados independientes. El primero de ellos se ha realizado utilizando el sistema
pAUTOLAB, es decir, el primer instrumento descrito en el apartado Experimental, y en
adelante serd denominado calibrado J. Los dos calibrados siguientes se han realizado
utilizando el segundo instrumento, Metrohm 646 VA processor, y en dias sucesivos,
denominados en adelante calibrados K y L, y correspondiéndose el calibrado K con el
realizado en primer lugar y el calibrado L con el siguiente.

Los voltamperogramas correspondientes a los calibrados indicados se muestran en las
Figuras III.7.2a-f, II1.7.3a-f y III.7.4a-f. La sefiales obtenidas constan en todos los casos de
un tnico pico voltamperométrico, mds o menos ancho, que es el resultado de la suma
algebraica de las intensidades correspondientes al cobre y al hierro. Ello se debe a que, como
muestran los voltamperogramas correspondientes al nivel 0 de cualquiera de los dos analitos,
los potenciales de pico del cobre y el hierro se encuentran muy préximos en estas condiciones

de medida, originando por ello un elevado solapamiento de las dos sefales.

Por otro lado, cabe destacar que la contribucién del hierro a la sefial registrada,
considerado este analito como elemento matriz, es muy grande frente a la contribucién del

analito de interés, el cobre, por lo que el efecto matriz es en este caso muy importante.
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Tabla II.7.1 Disefio experimental seguido en los calibrados J, K y L. Cada simbolo de la segunda
columna indica que se realizaron adiciones sobre una misma disolucién inicial.

Miisstin Diseiio experimental Concentraciones (pM)
Cobre Hierro Cobre Hierro
I X 0 0 0.0000 0.0000
2 x 1 0 0.2074 0.0000
3 x 2 0 04121 0.0000
4 x 3 0 0.6141 0.0000
5 x 4 0 0.8135 0.0000
6 x 5 0 1.0103 0.0000
T a 0 1 0.0000 20.7417
8 1 1 0.2061  20.6053
9 2 1 0.4094  20.4706
10 & 3 1 0.6101 203377
11 4 1 0.8083  20.2065
12 5 1 1.0038  20.0769
13 & 5 2 0.9975  39.8981
14 o 0 2 0.0000 41.2105
15 o 1 2 0.2047  40.9412
16 o 2 2 04068  40.6753
17 o 3 2 0.6062 404129
18 o 4 2 0.8031  40.1538
19 O 0 3 0.0000 614118
20 O 1 3 02034  61.0130
21 O 2 3 04041  60.6194
22 O 3 3 0.6023 60.2308
23 O 4 3 0.7980 59.8471
24 O 5 3 0.9911 59.4684
25 0 4 0.0000  81.3506
26 - 1 4 0.2021 80.8258
27 - 2 4 04015  80.3077
28 3 4 0.5985  79.7962
29 . 4 4 0.7929 79.2911
30 - 5 - 0.9849 78.7925
31 = 0 5 0.0000 101.0323
32 = 1 5 0.2008 100.3846
33 = 2 5 0.3990  99.7452
4 = 3 5 0.5947  99.1139
35 = 4 5 0.7879  98.4906
36 = 5 5 0.9788  97.8750
[7 1.5 1 0.3081  20.5377
12 . 2.5 4 0.5003  80.0511
13 o 4 2.5 0.8005  50.0319
4 - 5 4.5 0.9818  88.3636
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Figura IIL7.2a Voltamperogramas correspondientes al calibrado J obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.7.2b Voltamperogramas correspondientes al calibrado J, obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.7.2c Voltamperogramas correspondientes al calibrado J obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura III.7.2d Voltamperogramas correspondientes al calibrado J obtenidos a partir de una misma disolucién

inicial.
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Figura IIL7.2e Voltamperogramas correspondientes al calibrado J obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL7.2f Voltamperogramas correspondientes al calibrado J obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura I11.7.3a Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disoluci6n

inicial.
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Figura I1L.7.3b Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.3¢ Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.3d Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.3e Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.3f Voltamperogramas correspondientes al calibrado K obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.7.4a Voltamperogramas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disoluci6én
inicial.
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Figura III.7.4b Voltamperogramas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disolucién

inicial.
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Figura III.7.4dc Voltamperogramas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.4d Voltamperogramas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura II1.7.4e Voltamperograinas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura IIL.7.4f Voltamperogramas correspondientes al calibrado L obtenidos a partir de una misma disolucién
inicial.
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Figura ITII.7.4 Disefio de las muestras de los calibrados J, K y L. El primer digito indica el nivel de cobre
y ¢l segundo de hierro. Muestras test: 1/ - 4,

Se observa que la diferencia mds significativa existente entre los voltamperogramas

de los tres calibrados radica en la utilizacién de un instrumento u otro. Las intensidades

registradas para el calibrado J, que se realizé utilizando el sistema pAUTOLAB, son menores

que las correspondientes a los otros dos calibrados, a la par que existe un desplazamiento de

las seiiales respecto al eje de potenciales. Sin embargo, las diferencias entre los dos calibrados

llevados a cabo con el mismo instrumento aunque en diferentes dfas, calibrados K y L, son

de menor magnitud.

II1.7.3 Analisis univariante

Se ha evaluado la viabilidad de un procedimiento cldsico univariante en la resolucién del

efecto matriz que supone la presencia de hierro en la determinacién de cobre segin el

procedimiento analitico indicado. Este procedimiento consiste, como se ha sefalado
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anteriormente, en sustraer a la sefial global la contribucién a la misma que se considera
corresponde al interferente y después calcular la concentracién del analito de interés en la

muestra problema mediante la técnica de adicién estdndar [210].

La estrategia univariante se basa en considerar que, contando con el error
experimental, la composicién de la intensidad de pico es la suma algebraica de las
intensidades correspondientes al cobre y al hierro si éstos se determinaran separadamente. La
intensidad de pico del hierro debe ser independiente del tiempo de acumulacién al no formar
este elemento una amalgama sobre el electrodo de mercurio, y por tanto, es posible obtener
el voltamperograma correspondiente al hierro realizando la medida voltamperométrica con
tiempo de deposicion cero. A continuacién, este voltamperograma se substrae
simultdneamente de los correspondientes a la muestra y a los patrones, obteniéndose una
intensidad de pico neta en la que se ha compensado la contribucién del hierro y también la
acumulacién de cobre sobre el electrodo durante la etapa de barrido. Esas son las intensidades
de pico netas que se utilizan posteriormente para determinar la concentracién de cobre

utilizando el método de adicidn estdndar.

Para analizar este método univariante, en la Figura II1.7.5 se representan 6 gréficas en
las que se muestran los voltamperogramas correspondientes a 15 mL de electr6lito soporte,
0.2 mL de Cu(Il) 31.32 pM y x adiciones de 0.1 mL de Fe(IIl) 3.132 mM (el nimero de
adiciones se indica en cada gréfica entre paréntesis), los cuales se han obtenido utilizando el
instrumento Metrohm 646 VA. Los voltamperogramas trazados con linea continua
corresponden en cada caso a muestras con la composicién indicada y cuya medida se ha
realizado con un tiempo de acumulacién de 60 s, mientras que aquellos trazados (— -) se
corresponden con una medida realizada sobre la misma muestra con tiempo de acumulacién
cero. Por ultimo, los voltamperogramas restantes (- -) se corresponden con muestras que
lnicamente contienen hierro al nivel indicado entre paréntesis en la Figura IIL.7.5, es decir,
corresponden a la verdadera sefal neta del hierro, la cual, como se puede observar, no
coincide en ninguno de los casos con el voltamperograma obtenido con tiempo de

acumulacién cero para un mismo nivel de hierro en presencia de cobre.

Las discrepancias observadas entre los voltamperogramas correspondientes al hierro
solo y los correspondientes a muestras con hierro y cobre, registrados todos ellos con tiempo
de acumulacién cero, pueden deberse al error experimental a que estd sujeta cada una de las
medidas realizadas, o también a que una pequefia cantidad de cobre podria amalgamarse sobre

el electrodo durante la etapa de medida. Incluso, en cierta medida, es posible que la
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Figura IT1.7.5  Voltamperogramas de muestras con Cu y Fe (nivel de Fe): t,_,, =608 (—), tam =05 (—-)
y (- -, s6lo hierro).

concentracién de cobre sea suficientemente alta para dar lugar a una sefial minima que
interfiera en el andlisis, aunque ésta pueda considerarse excesivamente pequefia para ser
utilizada directamente en la determinacién del analito, en cuyo caso, se requiere una técnica
de andlisis mds sensible como son las técnicas de acumulacién. No obstante, hay que
considerar que en la prdctica, cuando se analiza una muestra problema, no se dispone del
voltamperograma neto correspondiente a la cantidad de hierro que contiene la misma, y por
tanto no es posible establecer estas comparaciones para evaluar el error que puede estar

asociado con el procedimiento univariante que se estd utilizando.

Por otro lado, como las intensidades de pico del analito de interés y del interferente
aparecen a potenciales separados ligeramente, al restar la intensidad de pico obtenida en la
medida directa (tiempo de acumulacién cero) de las obtenidas con un tiempo de acumulacién

determinado ocurre que las intensidades de pico que se restan no se corresponden exactamente
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con los mismos valores de potencial, lo cual puede resultar erréneo ya que, como es sabido,
la intensidad total es la suma algebraica de las contribuciones de los analitos implicados

cuando se considera un valor de potencial determinado.

Con el fin de evaluar la calidad de las determinaciones univariantes se ha aplicado el
procedimiento especificado previamente para calcular la concentracién de cobre en las
muestras que aparecen en la Figura II1.7.5 a tres niveles de hierro (0, 3 y 5). En las
condiciones experimentales en las que se realizaron los calibrados K y L se han llevado a
cabo dos medidas en cada una de esas disoluciones, acumulando durante 60 s y sin acumular,
y a continuacién se han realizado seis adiciones estindar de cobre. El voltamperograma
obtenido para la muestra inicial con tiempo de acumulacién cero se ha restado de todos los
demds para cada nivel de hierro, dando como resultado las sefiales que posteriormente se han
utilizado en el andlisis por adicién estdndar cuyos resultados se muestran en la Tabla II1.7.2.
Se trata de rectas con buenos coeficientes de correlacién e intervalos de confianza pequeiios
para pendiente y término independiente, pero que sin embargo conducen a determinaciones

de la concentracién de cobre con errores por encima del 25%.

Tabla IT1.7.2 Resultados del procedimiento univariante de adicién estindar realizado a tres niveles diferentes
de concentracién de hierro.

) Hierro

Regsaon Nivel 0 Nivel 3 Nivel 5

Pendiente 176.46 + 8.33 163.31 £2.38 166.91 + 5.60
Término independiente 57.47 £ 6.00 5242 +1.68 4825 + 3.91
R it 0.9980 0.9998 0.9990
Sy 3.3975 0.9529 22127
Concentracién de cobre real (nM) 04121 04041 0.3990
Concentracién de cobre calculada (pM) 0.3257 0.3210 0.2891
Error relativo (%) 26.53 25.89 38.01

En vista de estos resultados, este procedimiento no se puede considerar adecuado para
la determinacién de cobre en presencia de hierro a las concentraciones indicadas, y por tanto,
serfa necesario encontrar un procedimiento que de forma general, sin depender tanto de las
concentraciones de cada uno de los analito, fuera adecuado para llevar a cabo la

determinacién de cobre de forma satisfactoria.
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En este sentido se puede considerar la posibilidad de llevar a cabo un calibrado
univariante, el cual, a diferencia del procedimiento de adicién estindar descrito, podrfa
utilizarse para determinar la concentracién de cobre en toda una baterfa de muestras problema.
Sin embargo, en este caso la limitacién del método reside en que seria necesario conocer la
concentracién exacta de hierro en esas muestras para as{ poderla incluir en cada uno de los
patrones de calibrado, lo cual reduce de nuevo sensiblemente el nimero de andlisis que se

podrian realizar con un mismo calibrado y complica enormemente el andlisis.

I11.7.4 Analisis multivariante

La determinacién de cobre en presencia de hierro por DPASV también puede abordarse
considerando la posibilidad de modelar la interferencia originada por el efecto matriz, es
decir, introducir el propio interferente en el disefio experimental de forma que en un momento
dado el modelo matemdtico construido sea capaz de discriminar qué contribucién a la sedial
total tiene el interferente. Con esta finalidad se han desarrollado modelos de regresién PLS
para cada uno de los tres calibrados de que se dispone, en cada uno de los cuales se recorren

6 niveles de concentracién diferentes para cada uno de los analitos.

Por otro lado, esta metodologia permite determinar la concentracién de cobre y hierro
de forma simultdnea, sin que ello suponga introducir mayor esfuerzo experimental o de
cdlculo. La herramienta necesaria para determinar la concentracién de cobre en presencia de

hierro permite también calcular la concentracién de este dltimo elemento.

I11.7.4.1 Modelos PLS

Construccién de los modelos PLS

Los modelos de calibrado PLS se han construido considerando como variables predictoras las
intensidades registradas a 35 valores de potencial igualmente espaciados desde -0.154 V hasta
0.050 V, y como variables respuesta las concentraciones de los dos analitos (el analito de
interés y el interferente) que se muestran en la Tabla II1.7.1. Las matrices de datos constan

por tanto de un total de 40 objetos, 36 de ellos pertenecientes al conjunto de aprendizaje y
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4 al conjunto test (los sefialados como t/, 2, t3 y t4 respectivamente), de los cuales se
dispone de 35 variables predictoras. Es decir, las matrices J, K y L tienen de dimensiones
40 x 35.

Dichos modelos han sido estimados partiendo de los datos originales (sin normalizar),
utilizando un método de validacién cruzada [22, 23] que permite evaluar la estabilidad de los
modelos construidos y su capacidad de prediccién. Al igual que en apartados anteriores, los
modelos PLS se han construido de forma independiente para cada uno de los dos analitos en
cada calibrado.

Evaluacién de los modelos PLS

La validez de los diferentes modelos PLS construidos para los calibrados J, K y L, tanto para
el cobre como para el hierro, queda reflejada en los valores de varianza explicada y varianza
en prediccién que aparecen en las Tablas II1.7.3, II1.7.4 y IIL.7.5 respectivamente. Los scores
representados en las Figuras IIL.7.6 y II.7.7 y los loadings que se muestran en las Figuras
II1.7.8 y IIL.7.9, correspondientes a las diferentes variables latentes que constituyen cada uno
de los modelos PLS del calibrado J, son similares a los de los modelos PLS construidos con

los calibrados K y L.

En el plano formado por las puntuaciones (scores) correspondientes a las dos primeras
variables latentes de las Figuras II1.7.6 y IIL7.7 se refleja la existencia de cierto
comportamiento no lineal. Este se muestra en la curvatura que presentan los scores de ambos
analitos, la cual distorsiona una estructura que reproduce el disefio experimental y apunta a
una posible interferencia mutua entre los dos analitos. Estas dos variables latentes modelan
la mayor parte de la variabilidad, tanto de la respuesta (Bloque Y) como de las variables
predictoras (Bloque X).

El valor del score en la segunda variable latente aumenta para todas las muestras con
la concentracién de cobre en el modelo PLS construido para dicho analito, mientras que la
variacién de este score tiene signo contrario cuando se incrementa la concentracién de hierro,
es decir, de alguna forma la segunda variable latente estd restando la contribucién del hierro
en el modelo PLS del cobre, modelando el efecto matriz producido. Esto se confirma a través
de los loadings de la segunda componente, los cuales tienen valor positivo en aquellos
potenciales que se corresponden con la sefial del cobre y negativo en los correspondientes al

hierro.
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Tabla III.7.3 Porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V.L.)
seleccionadas en cada uno de los modelos construidos en el calibrado J.

Cobre Hierro

VL Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var, Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 50.54 48.25 86.31 49.53 47.05 86.31
2 97.92 97.74 99.01 98.39 98.16 97.01
3 99.71 99.73 99.43 99.79 99.80 09.43
4 99.88 99.88 99.80 99.91 99.90 99.80
5 99.89 99.89 99.90 99.98 99.98 99.90
6 99.92 99.89 99.91 99.99 99.99 99.92
7 99.93 99.88 99.93 100.00 99.99 99.93
8 99.96 99.85 99.94 100.00 99.99 99.93

Tabla ITI.7.4 Porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V.L.)
seleccionadas en cada uno de los modelos construidos en el calibrado K.

Cobre Hierro

V. L Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 37.94 3437 86.02 60.75 58.79 86.03
2 93.18 92.24 . 95.90 96.88 96.41 95.91
3 98.98 99.04 99.23 99.67 99.68 99.23
4 99.48 99.44 99.69 99.75 99.72 99.69
5 99.74 99.70 99.73 99.93 99.90 99.76
6 99.76 99.75 99.86 99.98 09.97 99.86
7 99.85 99.66 99.86 99.98 99.96 99.87
8 99.87 99.62 99.87 99.99 99.95 99.87
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Tabla ITI.7.5 Porcentajes de varianza explicada en funcién del nimero de variables latentes (V.L.)
seleccionadas en cada uno de los modelos construidos en el calibrado L.

Cobre Hierro

V. L Bloque Y Bloque X Bloque Y Bloque X
Var. Var. en Var. Var. Var. en Var.

explicada prediccién explicada explicada prediccién explicada
1 39.03 35.46 86.31 5942 57.67 86.32
2 91.58 90.64 96.03 96.95 96.49 96.04
3 98.64 98.72 99.17 99.59 99.59 99.18
4 99.02 99.06 99.71 99.89 99.83 99.20
5 99.39 99.35 99.83 99.90 99.89 99.82
6 99.74 99.35 99.84 99.95 99.95 99.87
7 99.82 99.63 99.88 99.98 99.95 99.88
8 99.92 99.60 09.88 99.99 99.94 99.88

La tercera variable latente parece tener un efecto de compensacidn sobre las muestras
que se encuentran en el primer plano factorial en la zona en la que aparece distorsionado el
disefio experimental. Es decir, esta variable latente mejora la estimacién de la aportacién de
cada analito a la sefial total al considerar direcciones de varianza ortogonales a las recogidas
en las dos variables latentes anteriores. Asimismo, el resto de las variables latentes tienen una
estructura clara en este mismo sentido, modelan nuevas fuentes de variabilidad, aunque la
magnitud de los scores correspondientes a las mismas va disminuyendo a medida que se
considera mayor nimero de variables latentes, y su aportacién a la varianza explicada va

siendo menos importante.

Teniendo en cuenta los porcentajes de varianza explicada de las Tablas II1.7.3, II.7.4
y IIL.7.5 se han seleccionado 5 y 7 variables latentes en los modelos correspondientes al cobre
y al hierro en el calibrado J, 6 en los modelos construidos para ambos analitos en el calibrado
K y 7 en los dos modelos correspondientes al calibrado L. En todos ellos, los porcentajes de
varianza explicada son elevados y se encuentran muy préximos a los valores de varianza en

prediccién, lo cual sefiala ademds la estabilidad de los modelos construidos.

Las concentraciones calculadas por los modelos PLS y el error asociado con ellas se
encuentran en las Tablas IIL.7.6, II1.7.7 y IIL.7.8, en las cuales se anotan también los errores
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Figura ITI.7.6  Scores del modelo PLS construido para la determinacién de cobre en el calibrado J.

correspondientes a las muestras test. En este caso, se presentan los resultados correspondientes
al conjunto test y al resto del calibrado porque en andlisis posteriores se tendrdn en

consideracién.

Considerando estos errores se observa que en todos los casos el rango de los mismos
es menor para el hierro que para el cobre. Esto se debe a que el hierro es el elemento que se
encuentra en mayor concentraciéon y a que éste no tiende a acumulase sobre el electrodo de
trabajo, sino que se mide directamente de la disolucién, por lo que este analito estd
desvinculado de la variabilidad asociada con la etapa de preconcentracién, que es una de las

fuentes de variabilidad mds importante de los andlisis electroquimicos con redisolucién.

Por otro lado, se hace evidente que los errores asociados con el calibrado J son
sensiblemente inferiores a los relacionados con los otros dos. Esto podria deberse a que el

primer calibrado se llev$ a cabo en un instrumento diferente al usado en los otros dos casos.
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Figura ITI.7.7 Scores del modelo PLS construido para la determinacién de hierro en el calibrado J.

I11.7.4.2 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento PDS

En vista de los resultados del andlisis multivariante realizado con los tres calibrados de que
se dispone, se decidié llevar a cabo la transferencia de calibrado entre el calibrado J y los
calibrados K y L. Ello implica efectuar una transferencia de calibrado entre instrumentos en
la que se va a considerar el sistema pAUTOLAB como instrumento patrén ya que ha
proporcionado los mejores resultados, y el Metrohm 646 VA como instrumento satélite. En
primer lugar se ha llevado a cabo la transferencia de calibrado entre los calibrados J y K, y
posteriormente el mismo procedimiento de transferencia se ha aplicado a los datos del

calibrado L para evaluar la estabilidad de dicha metodologia.
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Figura ITI.7.8  Loadings correspondientes al modelo PLS construido para el cobre en el calibrado J.

Aplicacién de la funcion "pdsgen”

Para efectuar la transferencia de calibrado entre ambos instrumentos, del calibrado J al

calibrado K, se ha utilizado la funcién "pdsgen" definida anteriormente. Como en ejemplos

anteriores, en la transferencia de calibrado se han estudiado diferentes tamafios de ventana y

subconjuntos de transferencia con la finalidad de mejorar los resultados de este procedimiento.

Los pardmetros de entrada/salida seleccionados en este caso han sido los siguientes:

» [F,sub]

correspondiéndose con

= pdsgen (J,K,w, no)

J: Matriz con los voltamperogramas del calibrado J, es decir, aquellos registrados con

el sistema pAUTOLAB o instrumento patrén. Tiene de dimensiones 40 filas (un

polarograma por cada muestra de la Tabla III.7.1) por 35 columnas (potenciales).
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Figura ITI.7.9 Loadings correspondientes al modelo PLS construido para hierro en el calibrado J.

K: Matriz con los voltamperogramas del calibrado K, es decir, los obtenidos utilizando
el Metrohm 646 VA o instrumento satélite. Tiene idénticas dimensiones que J, y todos

sus elementos se encuentran ordenados de igual forma.

w: Escalar que indica cuédntos valores de potencial constituyen la ventana mévil que se
utiliza en el célculo de la matriz de transferencia. En las transferencias de calibrado
llevadas a cabo con diversos conjuntos de transferencia se han utilizado tamanos de

ventana 3, 5, 7,..., 35, lo cual equivale a un total de 17 ventanas diferentes.

no:  Vector fila en el que se especifica qué muestras de las matrices de datos se van a
utilizar en la transferencia de calibrado. Las muestras que constituyen los subconjuntos

de transferencia utilizados en la transferencia de calibrado se hallan en la Figura

I11.7.10.



II1.7 Efecto matriz y transferencia de calibrado entre instrumentos 343

Tabla ITL.7.6 Errores relativos y concentraciones reales y calculadas por los modelos PLS para cobre y hierro
en el calibrado J.

Cobre Hierro
Muestra Conc. real Conc. cale.  Error relativo Conc. real Conc. calc.  Error relativo
(uM) (M) (%) (M) (M) (%)

1 0.0000 0.0035 - 0.0000 -0.1516 -

2 0.2074 0.2108 1.6591 0.0000 0.3290 -

3 0.4121 04133 0.3009 0.0000 0.0950 -
4 0.6141 0.6177 0.5921 0.0000 -0.0270 -

5 0.8135 0.8154 0.2358 0.0000 0.0130 -

6 1.0103 1.0230 1.2600 0.0000 0.0990 -

7 0.0000 0.0097 - 20.7417 20.6730 -0.3312
8 0.2061 0.2092 1.4930 20.6053 20.5139 -0.4436
9 0.4094 04125 0.7548 20.4706 20.3084 -0.7924
10 0.6101 0.6032 -1.1356 20.3377 20.0520 -1.4048
11 0.8083 0.8078 -0.0594 20.2065 20.0440 -0.8042
12 1.0038 0.9837 -2.0025 20.0769 20.0251 -0.2580
13 0.9975 0.9782 -1.9318 39.8981 40.1808 0.7086
14 0.0000 0.0070 - 41.2105 413167 0.2577
15 0.2047 02114 3.2775 40.9412 41.1173 0.4301
16 0.4068 0.4070 0.0548 40.6753 40.6426 -0.0804
17 0.6062 0.6011 -0.8416 404129 40.3423 -0.1747
18 0.8031 0.8037 0.0700 40.1538 40.2030 0.1225
19 0.0000 0.0081 - 614118 61.5433 0.2141
20 0.2034 0.2110 3.7419 61.0130 61.1706 0.2583
21 0.4041 0.4177 3.3687 60.6194 60.9070 0.4744
22 0.6023 0.6085 1.0216 60.2308 60.2132 -0.0292
23 0.7980 0.8076 1.1984 59.8471 59.6575 -0.3168
24 0.9911 1.0113 2.0361 59.4684 594119 -0.0950
25 0.0000 -0.0016 - 81.3506 81.2510 -0.1224
26 0.2021 0.1979 -2.0584 80.8258 80.2974 -0.6538
27 0.4015 0.3962 -1.3146 80.3077 80.4266 0.1481
28 0.5985 0.5865 -2.0027 79.7962 79.6419 -0.1934
29 0.7929 0.7734 -2.4592 79.2911 79.1879 -0.1302
30 0.9849 0.9606 -2.4635 78.7925 78.9521 0.2026
31 0.0000 -0.0164 - 101.0320 101.0600 0.0277
32 0.2008 0.1960 -2.3934 100.3840 100.3190 -0.0648
33 0.3990 0.4016 0.6519 99.7452 100.0810 - 0.3367
34 0.5947 0.6005 0.9802 99.1139 99.2250 0.1121
35 0.7879 0.8057 2.2623 98.4906 98.2044 -0.2906
36 0.9788 0.9939 1.5412 97.8750 97.9970 0.1246
tl 0.3081 0.3125 1.4249 20.5377 20.2849 -1.2309
2 0.5003 0.5001 -0.0406 80.0511 79.9974 -0.0671
13 0.8005 0.7868 -1.7062 50.0319 49.9233 -0.2171
4 0.9818 0.9394 -4.3197 88.3636 88.7121 0.3944
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Tabla IT1.7.7 Errores relativos y concentraciones reales y calculadas por los modelos PLS para cobre y hierro

en el calibrado K.
Cobre Hierro
Muestra Conc. real Conc. calc.  Error relativo Conc. real Conc. calc. Error relativo
(M) (M) (%) (M) (M) (%)

1 0.0000 -0.0053 - 0.0000 0.3944 -

2 0.2074 0.2074 -0.0140 0.0000 0.0800 -

3 04121 04113 -0.1910 0.0000 0.2740 -

4 0.6141 0.6144 0.0534 0.0000 0.2464 -

5 0.8135 0.7932 -2.4949 0.0000 0.4159 -

6 1.0103 1.0121 0.1752 0.0000 0.2054 -

7 0.0000 -0.0010 - 20.7417 21.7832 5.0213
8 0.2061 0.2143 3.9767 20.6053 19.4181 -5.7616
9 0.4094 0.4140 1.1339 20.4706 20.5666 0.4690
10 0.6101 0.6152 0.8397 20.3377 19.7430 -2.9241
11 0.8083 0.8308 2.7802 20.2065 19.5488 -3.2549
12 1.0038 1.0344 3.0454 20.0769 19.7459 -1.6487
13 0.9975 1.0000 0.2458 39.8981 39.6632 -0.5887
14 0.0000 0.0180 - 41.2105 41.2362 0.0624
15 0.2047 0.2077 14514 40.9412 41.0615 0.2938
16 0.4068 0.3809 -6.3719 40.6753 40.9008 0.5544
17 0.6062 0.5734 -5.4152 40.4129 40.9714 1.3820
18 0.8031 0.7569 -5.7477 40.1538 40.1715 0.0441
19 0.0000 0.0180 - 614118 60.9993 -0.6717
20 0.2034 0.2112 3.8161 61.0130 61.0640 0.0836
21 0.4041 0.4015 -0.6441 60.6194 61.5558 1.5447
22 0.6023 0.6073 0.8341 60.2308 60.2818 0.0847
23 0.7980 0.8048 0.8525 59.8471 60.2659 0.6998
24 0.9911 1.0021 1.1119 59.4684 59.4369 -0.0530
25 0.0000 0.0110 - 81.3506 80.4958 -1.0508
26 0.2021 0.2012 -0.4325 80.8258 80.3258 -0.6186
27 0.4015 0.3985 -0.7572 80.3077 79.1808 -1.4032
28 0.5985 0.5856 -2.1485 79.7962 80.0035 0.2598
29 0.7929 0.7768 -2.0351 79.2911 79.4421 0.1904
30 0.9849 0.9662 -1.8962 78.7925 78.6448 -0.1875
31 0.0000 -0.0140 - 101.0320 101.7740 0.7344
32 0.2008 0.1952 -2.8123 100.3840 100.4310 0.0468
33 0.3990 0.4004 0.3501 99.7452 99.7318 -0.0134
34 0.5947 0.5995 0.8134 99.1139 99.5144 0.4041
35 0.7879 0.8046 2.1140 98.4906 08.6962 0.2088
36 0.9788 0.9992 2.0851 97.8750 97.6653 -0.2143
tl 0.3081 0.3009 -2.3479 20.5377 20.7670 1.1165
12 0.5003 0.4915 -1.7521 80.0511 79.7144 -0.4206
13 0.8005 0.7258 -9.3298 50.0319 49,9566 -0.1505
4 0.9818 0.9878 0.6139 88.3636 87.6379 -0.8213
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Tabla III.7.8 Errores relativos y concentraciones reales y calculadas por los modelos PLS para cobre y hierro
en el calibrado L.

Cobre Hierro
Muestra Conc. real Conc. calc  Error relativo Conc. real Conc. calc.  Error relativo
(uM) (nM) (%) (nM) (M) (%)

1 0.0000 0.0160 - 0.0000 -0.3551 -

2 0.2074 0.2139 3.1514 0.0000 -0.3519 -

3 0.4121 0.3995 -3.0631 0.0000 -0.4542 -

4 0.6141 0.6233 1.4905 0.0000 0.1225 -

5 0.8135 0.8195 0.7384 0.0000 -0.2930 -

6 1.0103 1.0083 -0.1990 0.0000 0.4040 -

7 0.0000 0.0150 - 20.7417 21.1580 2.0071
8 0.2061 0.1980 -3.9369 20.6053 21.4503 4.1009
9 0.4094 0.4004 -2.1915 20.4706 20.9239 2.2144
10 0.6101 0.5960 -2.3157 20.3377 20.7448 2.0017
11 0.8083 0.8032 -0.6272 20.2065 20.3653 0.7859
12 1.0038 0.9929 -1.0812 20.0769 20.2312 0.7685
13 0.9975 0.9817 -1.5857 39.8981 39.8718 -0.0639
14 0.0000 -0.0037 - 41.2105 40.8040 -0.9864
15 0.2047 0.2113 3.2389 40.9412 40.5467 -0.9636
16 0.4068 0.4108 0.9904 40.6753 40.5637 -0.2744
17 0.6062 0.6220 2.6127 404129 39.8470 -1.4003
18 0.8031 0.8112 1.0122 40.1538 39.7517 -1.0014
19 0.0000 -0.0100 - 614118 61.4826 0.1153
20 0.2034 0.1885 -7.3358 61.0130 61.1619 0.2440
21 0.4041 0.4265 5.5377 60.6194 59.8146 -1.3276
22 0.6023 0.5962 -1.0191 60.2308 60.6282 0.6598
23 0.7980 0.7922 -0.7212 59.8471 60.1211 0.4578
24 0.9911 1.0357 45031 59.4684 58.3158 -1.9382
25 0.0000 0.0114 - 81.3506 80.7948 -0.6832
26 0.2021 0.2086 3.1994 80.8258 81.1216 0.3660
27 0.4015 0.3829 -4.6266 80.3077 81.0251 0.8933
28 0.5985 0.5936 -0.8174 79.7962 80.3882 0.7419
29 0.7929 0.8005 0.9552 79.2911 79.7439 0.5711
30 0.9849 0.9760 -0.8992 - 78.7925 78.5607 -0.2942
31 0.0000 0.0170 - 101.0320 100.4510 -0.5751
32 0.2008 0.1974 -1.6783 100.3840 100.2710 - -0.1126
33 0.3990 0.3893 -2.4273 99.7452 100.0890 0.3447
34 0.5947 0.5865 -1.3709 99.1139 99.3056 0.1934
35 0.7879 0.7798 -1.0293 98.4906 08.5718 0.0824
36 0.9788 0.9793 0.0506 97.8750 97.7878 -0.0891
t! 0.3081 02752 -10.6725 20.5377 21.7863 6.0796
12 0.5003 0.4755 -4,9526 80.0511 80.9097 1.0726
13 0.8005 0.8303 3.7279 50.0319 49,7578 -0.5479
4 0.9818 1.0484 6.7865 88.3636 84.2126 -4,6976
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Figura II1.7.10 Subconjuntos de transferencia (formados por las muestras @). En ordenadas se representa el
nivel de cobre y en abscisas el de hierro.

Como resultado del procedimiento de transferencia se tiene una matriz de transferencia
de dimensiones 35 x 35 diferente al variar el tamafio de ventana o el subconjunto de
transferencia utilizado. Se han realizado un total de 187 (17 x 11) procedimientos de
transferencia de calibrado distintos, estudidndose posteriormente la validez de los resultados
obtenidos a través de los valores de SEP y SET correspondientes, cuya variabilidad en
funcién de los pardmetros no y w utilizados en la transferencia se muestra en las Figuras

I11.7.11 a III.7.14.

En la Tabla III.7.9 se muestran los valores de SEP y SET correspondientes a los
propios modelos PLS construidos con cada uno de los calibrados completos. En este caso, los
valores del SEP del calibrado K son comparables a los obtenidos para €l mismo tras el
procedimiento de transferencia de calibrado, ya que este pardmetro evalia muestras

completamente ajenas al modelo PLS. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que los
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Figura ITI.7.12 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SET para el cobre.
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valores del SET se han obtenido considerando las muestras utilizadas en la construccién de

los propios modelos PLS.

Tabla ITI.7.9 Valores de SEP y SET correspondientes
a los modelos PLS construidos con los
calibrado J y K completos.

Calibrado Analito SEP SET
Cobre 0.0224 0.0107
: Hierro 02236  0.1815
% Cobre 0.0379 0.0155
Hierro 0.4178 0.4919

Una vez que se dispone de todos los valores de SEP y SET, el siguiente paso consiste
en decidir qué condiciones son las mejores para llevar a cabo la transferencia de calibrado,
es decir, cudles son los valores de no y w que conducen a los mejores resultados. Para ello,

hay que tener en cuenta que el nimero de experiencias implicadas en el proceso de
transferencia sea pequefio, y por tanto suponga una mejora real frente a una recalibracién

completa, asi como que los resultados obtenidos son correctos.

Andlisis de los resultados

Dado el elevado nimero de procedimientos de transferencia llevados a cabo entre los dos
instrumentos, el andlisis de los resultados de dichos procedimientos se ha realizado a través
de los test de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls [58] y de los diagramas Box plot
correspondientes. En este andlisis se han tenido en consideracién tanto los valores del SEP
como con los del SET al haberse observado algunas diferencias entre unos y otros con la
variacién de los pardmetros no y w. En las Figuras III.7.15 y III.7.16 se representan los
diagramas Box plot realizados con los valores de SEP y SET correspondientes a las
transferencias de calibrado llevadas a cabo para la determinacién de cobre y hierro, mientras
que en las Tablas I11.7.10 a II1.7.13 se encuentran los resultados de los test de agrupamientos
correspondientes.

Al analizar la variabilidad de SEP y SET cuando se considera la transferencia de

calibrado llevada a cabo en la determinacién de cobre, se observa que la influencia de los

diferentes conjuntos de transferencia y de la anchura de ventana es mds acusada en los valores
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Figura III.7.14 Superficie de respuesta y curvas de nivel del SET para el hierro.
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Figura ITII.7.15 Diagramas Box plot para los valores de SEP y SET de la transferencia de calibrado del cobre.

del SEP que en los equivalentes del SET. En los diagramas Box plot correspondientes, Figura
II1.7.15, el tamafio de ventana éptimo si se tiene en cuenta el SEP es 7, mientras que la
influencia de dicho pardmetro en los valores de SET es mucho menor. Los test de
agrupamientos de Tukey y de Newman-Keuls, Tabla III.7.11, indican a su vez que los mejores
resultados en cuanto al SET estdn asociados con tamafios de ventana mayores, sefialando el
tamaiio de ventana 21 como 6ptimo. Con el fin de unificar criterios y analizando las curvas
de nivel de las Figuras I11.7.11 y III.7.12, se ha tomado como anchura de ventana éptima el
valor 7, ya que en dichas figuras se observa que es posible encontrar algunos conjuntos de

transferencia para los cuales ese valor de w conduce simultdneamente a valores de SEP y SET

aceptables.
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Figura ITI.7.16 Diagramas Box plot para los valores de SEP y SET de la transferencia de calibrado del hierro.

En cuanto a los diferentes conjuntos de transferencia utilizados, en las curvas de nivel
de las Figuras II1.7.11 y II1.7.12 se observa que para el valor de w = 7 los conjuntos 3, 6 ,
7 y 8 presentan valores aceptables tanto de SEP como de SET. En los test de Tukey y de
Newman-Keuls efectuados, Tablas III.7.10 y IIL7.11, no se encuentran diferencias
significativas entre los conjuntos 5 y 6, los cuales ademds, se agrupan con los conjuntos que
presentan mejores valores medios, tanto en lo que se refiere al SEP como al SET. Como
ambos conjuntos conducen a resultados pricticamente iguales, se ha seleccionado el conjunto
de transferencia 5 para realizar posteriores transferencias de calibrado, ya que supone un

esfuerzo experimental ligeramente menor.



354 III. Transferencia de calibrado

Tabla ITI.7.10 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes

al cobre.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
e M Grupos homogéneos _ o Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls

2 0.0236 X X 7 0.0194 X X

5 0.0239 X X 5 0.0215 XX X

3 0.0251 XX X 3 0.0270 XX X

6 0.0262 XX XX 35 0.0285 XX XX

4 0.0262 XX XX 33 0.0286 XX XX

8 0.0292 XX XX 31 0.0287 XX XX

7 0.0294 XX XX 9 0.0290 )04 XXX

9 0.0325 XX X 29 0.0292 XX XXXX

1 0.0331 XX X 27 0.0299 XXX XXXX

10 0.0367 X X 25 0.0308 XXX XXXXX

11 0.0448 X X 23 0.0317 XXX XXXXX
11 0.0325 XXX XXXXX
21 0.0331 XXX XXXX
19 0.0347 XX XXX
13 0.0348 XX XX
15 0.0358 X X
17 0.0358 X X

Los resultados de aplicar el procedimiento de transferencia para la determinacién de
cobre, utilizando los pardmetros 7o y w, indicados se encuentran en la Tabla II1.7.14, la cual
contiene los valores de concentracién calculados y los errores relativos asociados con ellos.
Estos errores se encuentran bastante préximos a los obtenidos para el cobre con su propio
modelo PLS (calibrado K , Tabla II1.7.7), salvo en alguna muestra muy concreta. No obstante,
la principal ventaja del procedimiento de transferencia utilizado reside en que tinicamente ha
sido necesario disponer de las 8 muestras patrén que constituyen el conjunto de transferencia
5 para poder determinar todas las muestras del calibrado K, frente a las 36 muestras de

calibrado utilizadas para obtener el modelo PLS propio de dicho calibrado.
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Tabla III.7.11 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SET correspondientes

al cobre.

Conjunto de transferencia (no)

Ventana (w)

Grupos homogéneos

Grupos homogéneos

Nivel Media Nivel Media
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls

1 0.0298 X X 21 0.0290 X X

10 0.0302 X % 23 0.0290 X X

8 0.0303 X X 25 0.0294 X ). 6.4

9 0.0304 X X 19 0.0295 X ) 6.4

6 0.0311 X X 27 0.0302 XX XXX

7 0.0316 XX X 17 0.0306 XXX XXX

5 0.0319 XXX X 29 0.0309 XXX XXX

3 0.0339 XX X 31 0.0316 XXXX XXX

4 0.0344 XX X 15 0.0321 XXXX XXXXX

11 0.0367 XX X 33 0.0323 XXXX XXX

2 - 0.0377 X X 35 0.0331 XXXX XXX
13 0.0340 XXXX XXX
3 0.0341 XXXX XXX
7 0.0347 XXX XX
11 0.0362 XXX XX
9 0.0376 XX XX
5 0.0390 X X

En el andlisis andlogo realizado para el hierro se observa que existen menos

diferencias en la influencia de no y w sobre SEP y SET de las existentes en el caso del cobre,

por el contrario, se tienen tendencias muy similares para ambos errores, como muestran las

Figuras II1.7.13 y IIL.7.14. Sin embargo, la influencia del tamafio de ventana es mayor que

la observada para el cobre y, como evidencian los diagramas Box plot de la Figura II1.7.16,
SEP y SET siguen idéntica pauta. Las curvas de nivel de las Figuras II1.7.13 y IIL.7.14

muestran que para w = 9 los SEP y SET correspondientes a varios conjuntos de transferencia

son bajos. Aunque este valor de w no es significativamente diferente de otros mayores, segun
indican los test de Tukey y Newman-Keuls llevados a cabo, Tablas I11.7.12 y II1.7.13.
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Tabla ITL.7.12 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SEP correspondientes

al hierro.
Conjunto de transferencia (no) Ventana (w)
o S Grupos homogéneos Sl i Grupos homogéneos
Tukey  Newman-Keuls Tukey  Newman-Keuls

9 24165 X X 35 18219 X X

10 2.4543 X XX 33 1.8650 X XX

6 2.7465 XX XXX 31 19011 X XX

5 2.8093 XX XXX 29 19799 X XX

11 2.9241 XX XX 7 21105 X XX

1 2.9279 XX XX 27 2.1404 XX XX

8 3.0746 X X 9 22590 XX XX

2 3.0952 X X 5 24804 XX XX

3 3.1216 X X 25 24966 XX XX

4 3.1443 X X 23 2.8764 XX XX

7 3.1544 X X 21 3.2968 XX XX
3 3.3146 XX XX
11 3.5203 b0.4 XX
19 3.8518 XX XX
17 43187 XX XX
13 4.3341 XX XX
15 4.6842 X X

En este caso, todos los elementos de anélisis sefialan que el pardmetro mds influyente
en los valores de SEP y SET obtenidos en las diferentes transferencias de calibrado es la
anchura de ventana, ya que la influencia de los diferentes conjuntos de transferencia es mucho
menor. No obstante, los conjuntos de transferencia que se asocian con minimos de SEP y
SET, tomando un valor para w de 9, son los conjuntos 10 y 11, proporcionando este dltimo
los mejores resultados considerando los errores relativos individuales correspondientes a cada

muestra que figuran en la Tabla II1.7.14.



1I1.7 Efecto matriz y transferencia de calibrado entre instrumentos 357

Tabla ITI.7.13 Tests de agrupamientos de Tukey y Newman-Keuls para los valores de SET correspondientes

al hierro.
Conjunto de transferencia (ro) Ventana (w)
R — Grupos homogéneos o — Grupos homogéneos
Tukey Newman-Keuls Tukey Newman-Keuls

10 2.6661 X X 35 20539 X X

9 2.7539 XX XX 9 20698 X X

6 2.8091 XX XX 33 21030 X X

5 2.8475 XX XX 29 2.1416 XX X

11 2.8842 XX XX 31 2.1435 XX X

1 2.9750 b 9.4 XX 27 2.1571 XX X

2 3.0672 XX XX 25 22805 XX XX

3 3.1092 XX X 7 23564 XX XX

8 3.1242 XX X 23 24814 XX XX

4 3.1346 X X 21 2.7360 p 6.4 X

7 © 3.1906 X X 11 3.3057 XX X
19 3.3165 XX X
5 3.8681 XX X
17 3.9192 XX X
13 4.1426 X XX
15 4.4422 XX X
3 4.8051 X X

Aplicacién del procedimiento PDS a un tercer calibrado

Con el fin de evaluar la posibilidad de utilizar el procedimiento de transferencia puesto a
punto para la determinacién simultinea de cobre en presencia de hierro en. calibrados
posteriores, se ha llevado a cabo la transferencia de calibrado tomando como situacién patrén
el calibrado J y como situacién satélite el calibrado L. En este nuevo procedimiento de
transferencia de calibrado se han considerado tinicamente las muestras correspondientes a los
conjuntos de transferencia 5 y 11 y las del conjunto test, utilizindose respectivamente 1os
valores no = 5 con w = 7 para determinar la concentracién de cobre en las muestras

indicadas, y no = 11 con w = 9 para determinar la concentracién de hierro en esas mismas
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Tabla IT1.7.14 Concentraciones reales y calculadas y errores relativos obtenidos como resultado de aplicar el
procedimiento de transferencia de calibrado de la situacién J a la situacién K. Se han tomado
los valores no = 5 y w = 7 para la transferencia del cobre y ne = 11 y w = 9 en la de hierro.

Cobre Hierro
Muestra Conc. real Conc. calc.  Error relativo Conc. real Conc. calc.  Error relativo
(uM) (M) (%) (uM) (M) (%)

1 0.0000 0.0124 - 0.0000 -0.8670 -

2 0.2074 0.2013 -2.9547 0.0000 0.2480 -

3 04121 0.4025 -2.3392 0.0000 1.0218 -

4 0.6141 0.5969 -2.8002 0.0000 1.5848 -

5 0.8135 0.7788 -4.2600 0.0000 2.1594 -

6 1.0103 1.0094 -0.0934 0.0000 2.7481 -

7 0.0000 0.0028 - 20.7417 21.4008 3.1774
8 0.2061 0.2010 -2.4694 20.6053 19.9343 -3.2564
9 0.4094 0.4211 2.8562 20.4706 20.7909 1.5645
10 0.6101 0.6310 3.4311 20.3377 19.9167 -2.0701
11 0.8083 0.8779 8.6136 20.2065 19.5097 -3.4485
12 1.0038 1.1191 11.4833 20.0769 19.0460 -5.1350
13 0.9975 1.0974 10.0186 39.8981 38.4917 -3.5249
14 0.0000 -0.0016 - 41.2105 41.9887 1.8884
15 0.2047 0.1992 -2.6900 40.9412 41.9203 2.3916
16 0.4068 0.3908 -3.9419 40.6753 41.3792 1.7306
17 0.6062 0.6068 0.0924 40.4129 413521 2.3240
18 0.8031 0.8009 -0.2768 40.1538 40.6367 1.2027
19 0.0000 0.0001 - 614118 60.7164 -1.1323
20 0.2034 0.2049 0.7487 61.0130 60.9906 -0.0367
21 0.4041 0.4164 3.0493 60.6194 61.3748 1.2461
22 0.6023 0.6342 5.2946 60.2308 60.4245 03216
23 0.7980 0.8487 6.3513 59.8471 60.7800 1.5588
24 0.9911 1.0598 6.9277 59.4684 60.3861 1.5432
25 0.0000 0.0004 - 81.3506 78.6844 -3.2774
26 0.2021 0.1942 -3.9278 80.8258 78.7218 -2.6031
27 0.4015 0.3976 -0.9613 80.3077 77.9997 -2.8739
28 0.5985 0.5906 -1.3243 79.7962 79.7430 -0.0667
29 0.7929 0.7766 -2.0519 79.2911 80.8696 1.9907
30 0.9849 0.9575 -2.7856 78.7925 81.6820 3.6673
31 0.0000 -0.0045 - 101.0323 96.3512 -4.6333
32 0.2008 0.2084 3.7763 100.3846 95.8279 -4.5392
33 0.3990 04118 3.2196 99.7452 96.7745 -2.9783
34 0.5947 0.6113 2.7882 99.1139 98.0247 -1.0989
35 0.7879 0.8084 2.6034 98.4906 98.6948 0.2074
36 0.9788 0.9744 -0.4512 97.8750 100.2082 2.3838
tl 0.3081 0.3011 -2.2654 20.5377 21.1727 3.0919
2 0.5003 0.5033 0.6093 80.0511 78.4561 -1.9925
13 0.8005 0.7866 -1.7348 50.0319 48.7184 -2.6253
14 0.9818 0.9924 1.0814 88.3636 88.2227 -0.1595
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muestras. Los resultados obtenidos al realizas estas transferencias de calibrado se muestran
en la Tabla I1.7.15.

Tabla ITI.7.15 Concentraciones reales y calculadas y errores relativos obtenidos al aplicar el procedimiento de
transferencia de calibrado de la situacién J a la L, tomando los valores no =5 y w = 7 para la
transferencia del cobre y no = 11 y w =9 en la de hierro.

Cobre Hierro
Muestra  Conc, real  Conc. cale.  Error relativo Conc.real  Conc. calc.  Error relativo

(M) (M) (%) (uM) (uM) (%)
1 0.0000 0.0170 - 0.0000 -0.5256 =
3 04121 0.3923 -4.8060 0.0000 -2.5928 -
4 0.6141 0.5946 -3.1708 0.0000 -3.0582 -
6 1.0103 0.9886 -2.1514 0.0000 42027 -
8 0.2061 0.1681 -18.4268 20.6053 23.3573 13.3558
11 0.8083 0.7710 -4.6188 20.2065 20.2466 0.1982
13 0.9975 0.9939 -0.3630 39.8981 38.8672 -2.5838
19 0.0000 0.0004 - 614118 642724 4.6580
24 : 0.9911 1.0800 8.9706 59.4684 57.1847 -3.8402
26 0.2021 0.2228 10.2630 80.8258 81.1290 0.3751
29 0.7929 0.8435 6.3801 79.2911 78.3087 -1.2390
31 0.0000 -0.0035 - 101.0323 98.7930 -2.2164
34 0.5947 0.6063 1.9570 99.1139 97.3586 -1.7709
36 0.9788 0.9775 -0.1292 97.8750 96.0946 -1.8190
! 0.3081 0.2613 -15.1852 20.5377 23.2259 13.0892
12 0.5003 0.5382 7.5784 80.0511 79.1454 -1.1314
13 0.8005 0.8702 8.7025 50.0319 48.2283 -3.6050
4 0.9818 1.0424 6.1743 88.3636 83.6652 -5.3171

Del andlisis de la misma se deduce que los errores relativos tras la transferencia estdn
un poco por encima de los obtenidos por los modelos PLS construidos con el calibrado L
completo, Tabla II.7.8, situacién que equivaldria a una recalibracién completa. Sin embargo,
los errores correspondientes a las muestras 8 y ¢/, que son muy altos, parecen estar més bien
relacionados con la naturaleza de las propias muestras que con el procedimiento de

transferencia de calibrado en si mismo. De hecho, esas dos muestras proporcionaron errores
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relativos del orden del -11 y -4% en la determinacién de cobre y del 6 y 4% en la de hierro
respectivamente, cuando éstas se llevaron a cabo con los modelos PLS construidos con todas
las muestras del calibrado L, Tabla III.7.8.

Por otro lado, esas mismas muestras no presentan errores que discrepen del resto en
la transferencia llevada a cabo entre el calibrado J y el calibrado K con idénticas condiciones
de transferencia (Tabla III.7.14), por lo que esos errores no parecen deberse a una proporcién

cobre/hierro determinada, sino a la variabilidad intrinseca de cada muestra de calibrado.

I11.7.4.3 Transferencia de calibrado mediante el procedimiento GCT

Aplicacidn de la funcion "gct"

El procedimiento de transferencia GCT ha sido utilizado para llevar a cabo la transferencia
de calibrado entre el calibrado J y el calibrado K, es decir, una transferencia de calibrado
entre instrumentos como la realizada anteriormente. En la transferencia de calibrado se han
utilizado las matrices de datos J y K, y los subconjuntos de transferencia indicados en la

Figura II1.7.10.

Los resultados correspondientes a este procedimiento de transferencia se muestran en
las Figuras I11.7.17 y II1.7.18, en las cuales estdn representados los valores de SEP y SET
para cobre y hierro respectivamente. Cabe sefialar que la pauta seguida por ambos pardmetros,
SEP y SET, en funcién del conjunto de transferencia utilizado es muy similar para cobre y
hierro, a diferencia de lo que ocurrfa cuando el procedimiento de transferencia utilizado fue
PDS. Ello indica que en este caso, el procedimiento de transferencia se realiza de una forma
mds global, que no tiene una relacién directa con el hecho de que la sefial del analito a

determinar se encuentre en una zona concreta del voltamperograma.

Por otro lado, algunos de los valores de SEP y SET obtenidos mediante el
procedimiento GCT alcanzan valores menores que los minimos obtenidos en la transferencia
de calibrado llevada a cabo a través del procedimiento PDS entre los mismos conjuntos de
datos, Figuras IIL7.11 a IIL7.14. Esto parece indicar que en este caso concreto el

procedimiento GCT permite alcanzar resultados mds exactos.
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Figura ITI.7.17 Valores de SEP y SET obtenidos como resultado de la transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT en la determinacién de cobre.

Andlisis de los resultados

Como es habitual cuando se utiliza este procedimiento de transferencia, los mejores resultados
se corresponden con la transferencia de calibrado realizada utilizando el conjunto de
transferencia 1, que comprende todas las muestras de calibrado. No obstante, el elevado valor
del SEP asociado con este conjunto de transferencia en el caso del cobre, Figura II1.7.17, se
debe tnicamente a que el error relativo correspondiente a la muestra ¢3 es del -9.94%. Este
error es del mismo orden que el obtenido para esa misma muestra por el modelo PLS
construido con todas las muestras del propio calibrado K y, por tanto, no puede
responsabilizarse de la magnitud del mismo al procedimiento de transferencia de calibrado

realizado ya que puede deberse a un error en la preparacién o medida de las muestras.

Teniendo en cuenta la variacién de los dos pardmetros, SEP y SET, con los diferentes

conjuntos de transferencia utilizados y los errores individuales asociados con cada una de las
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Figura III.7.18 Valores de SEP y SET obtenidos como resultado de la transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT en la determinacién de hierro.

muestras, se obtienen resultados similares y bastante aceptables para la determinacién de los
dos analitos con los conjuntos 5, 6 y 8. De ellos, el conjunto de transferencia 5 es el que
representa menor esfuerzo experimental ya que estd constituido Gnicamente por 8 muestras

patrén y serfa posible utilizarlo de forma simultdnea en la determinacién de cobre y hierro.

Las concentraciones de las muestras del calibrado K calculadas mediante el
procedimiento GCT y los errores asociados con ellas se muestran en la Tabla III.7.16. De
forma global, los resultados mejoran los obtenidos con el procedimiento de transferencia PDS,
Tabla II1.7.14, y se aproximan mds a los dados por el propio modelo PLS correspondiente al
calibrado K, Tabla III.7.7. No obstante, este procedimiento también se muestra sensible ante
algunos objetos que pudieran considerarse anémalos, tal es el caso de las muestras 7, 8, 10,
11, 12 y t3, cuyos errores ya se encontraban por encima del resto cuando las determinaciones

se realizaron con los propios modelos PLS.
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Tabla II1.7.16 Concentraciones reales y calculadas y errores relativos que resultan de aplicar el procedimiento
de transferencia de calibrado global GCT de la situacién J a la situacién K tomando no = 5.

Cobre Hierro
Muestra  Conc.real  Conc. cale.  Error relativo Conc. real  Conc. cale.  Error relativo
(M) (M) (%) (M) (uM) (%)

1 0.0000 0.0034 - 0.0000 -0.2484 -

2 0.2074 0.2121 2.2434 0.0000 -0.2105 -

3 04121 0.4152 0.7583 0.0000 0.2302 =

4 0.6141 0.6171 0.4871 0.0000 0.2154 -

5 0.8135 0.7995 -1.7180 0.0000 0.1938 -

6 1.0103 1.0232 1.2765 0.0000 -0.0535 -

7 0.0000 -0.0018 - 20.7417 21.8764 5.4705
8 0.2061 0.2130 3.3295 20.6053 19.4717 -3.5016
9 0.4094 0.4209 2.8144 20.4706 20.3408 -0.6339
10 0.6101 0.6268 2.7364 20.3377 19.0851 -6.1592
11 0.8083 0.8526 5.4865 20.2065 18.3520 -9.1777
12 1.0038 1.0684 6.4325 20.0769 18.2976 -8.8623
13 0.9975 1.0282 3.0729 39.8981 38.4643 -3.5935
14 0.0000 0.0094 - 41.2105 41.8360 1.5177
15 0.2047 0.2019 -1.3629 409412 41.5134 1.3977
16 0.4068 0.3815 -6.2210 40.6753 40.9959 0.7882
17 0.6062 0.5827 -3.8834 404129 40.3314 -0.2017
18 0.8031 0.7683 -4.3344 40.1538 39.5796 -1.4300
19 0.0000 0.0075 - 614118 61.4230 0.0182
20 0.2034 0.2060 1.2699 61.0130 61.2288 0.3537
21 04041 0.4014 -0.6620 60.6194 61.3677 1.2345
22 0.6023 0.6136 1.8714 60.2308 59.8700 -0.5990
23 0.7980 0.8135 1.9421 59.8471 59.9543 0.1791
24 0.9911 1.0110 2.0104 59.4684 59.3887 -0.1341
25 0.0000 0.0044 - 81.3506 80.4064 -1.1606
26 0.2021 0.1955 -3.2665 80.8258 80.0456 -0.9653
27 0.4015 0.3945 -1.7533 80.3077 78.8455 -1.8207
28 0.5985 0.5827 -2.6411 79.7962 79.6709 -0.1570
29 0.7929 0.7704 -2.8349 79.2911 79.6792 0.4894
30 0.9849 0.9565 -2.8880 78.7925 79.2469 0.5768
31 0.0000 -0.0162 - 101.0323 100.9859 -0.0439
32 0.2008 0.1972 -1.7714 100.3846 99.2577 -1.1226
33 0.3990 0.4015 0.6192 99.7452 98.6641 -1.0839
34 0.5947 0.5988 0.6846 99.1139 99.1213 0.0075
35 0.7879 0.8008 1.6393 98.4906 08.4205 -0.0712
36 0.9788 0.9938 1.5296 97.8750 97.8545 -0.0210
tl 0.3081 0.3030 -1.6656 20.5377 20.7438 1.0035
2 0.5003 0.4933 -1.3927 80.0511 78.9172 -14164
13 0.8005 0.7415 -7.3668 50.0319 48.8721 -2.3182
4 0.9818 0.9914 09775 88.3636 87.0698 -1.4642
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Aplicacidn del procedimiento GCT a un tercer calibrado

Al igual que en el procedimiento de transferencia PDS, para evaluar la estabilidad del método
de transferencia utilizado se ha aplicado el mismo procedimiento al calibrado L, considerando
en este caso Unicamente el conjunto de transferencia 5 y las muestras del conjunto test. Los
errores correspondientes a este nuevo andlisis se muestran en Tabla II.7.17, y confirman los
buenos resultados obtenidos previamente con este procedimiento al realizar la transferencia
de calibrado a la situacién K. Incluso, se mantiene la sensibilidad ante objetos anémalos
advertida anteriormente, y que se muestra claramente en el error correspondiente a la muestra
t1, para la que los resultados no mejoran en ningin caso, ni siquiera cuando se utilizan los

modelos PLS construidos con su propio calibrado.

Tabla III.7.17 Concentraciones reales y calculadas y errores relativos que resultan al aplicar el procedimiento
de transferencia de calibrado GCT de la situaci6n J a la situacién L tomando no = 5.

Cobre Hierro
Muestra  Conc, real  Conc. cale.  Error relativo Conc. real  Conc. calc. Error relativo
(uM) (uM) (%) (uM) (M) (%)
1 0.0000 0.0036 = 0.0000 -0.1521 -
B 0.6141 0.6176 0.5706 0.0000 -0.0242 -
6 1.0103 1.0228 1.2408 0.0000 0.1057 -
19 0.0000 0.0078 = 614118 61.4840 0.1175
24 0.9911 1.0108 1.9917 59.4684 59.3504 -0.1985
31 0.0000 -0.0169 = 101.0323 100.9535 -0.0780
34 0.5947 0.6000 0.8851 99.1139 99.1134 -0.0005
36 0.9788 0.9933 1.4794 97.8750 97.8818 0.0069
t1 0.3081 0.2438 -20.8663 20.5377 22.8446 11.2326
2 0.5003 0.5162 3.1794 80.0511 80.1663 0.1439
13 0.8005 0.8114 1.3655 50.0319 49,5193 -1.0246
4 0.9818 0.9724 -0.9563 88.3636 86.0455 -2.6234

Por tanto, en este caso resulta adecuado llevar a cabo la transferencia de calibrado
utilizando el procedimiento GCT en lugar del procedimiento PDS, ya que los resultados

obtenidos con el primero han sido considerablemente mejores en cuanto a los errores
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asociados con las concentraciones calculadas. También en lo que se refiere al esfuerzo
experimental requerido, ya que el procedimiento PDS implicaba a diferentes conjuntos de
transferencia para cada analito, mientras que el procedimiento GCT no ha establecido
diferencias tan marcadas entre los dos analitos y por ello ha sido posible utilizar el mismo
conjunto de transferencia en ambas determinaciones, siendo necesarias inicamente 8 muestras

patrén para determinar cobre y hierro simultdneamente.
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IV. SELECCION DE VARIABLES MEDIANTE
UN ALGORITMO GENETICO
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IV.1 INTRODUCCION

En la construccién de un modelo de regresién la determinacién de cudles son las variables
predictoras verdaderamente relevantes es una cuestién de gran importancia [85]. En general,
cabria pensar que cuantas mds variables entren a formar parte de un modelo mejor serd éste
[216], ya que incluird aquellas que estén relacionadas con la respuesta. Este razonamiento no
es adecuado [217] ya que la presencia de variables que no aporten informacién relacionada
con la respuesta aumenta el ruido de fondo en el problema y puede obstaculizar el andlisis,

disminuyendo la capacidad de prediccién del modelo.

La finalidad de la selecci6n de variables en un conjunto de datos determinado es lograr
una reduccién significativa del nimero de variables. Esto es importante, no desde el punto
de vista ‘econémico ya que todas las variables predictoras se obtienen en una dnica
experiencia, sino porque de esta manera se obtienen normalmente relaciones mucho mds

sencillas y estables.

En particular, PLS estd disefiado como modelo sesgado con gran estabilidad en las
predicciones. La capacidad de prediccién de dicho modelo se evalda por validacién cruzada
y el nimero de variables latentes a considerar es el que hace minima la varianza en
prediccién, o lo que es lo mismo, la suma de cuadrados del error en prediccién (PRESS). Por
tanto, cualquier procedimiento de seleccién de variables ha de ser tal que conduzca a una
mejora de la varianza explicada en prediccién o cuando menos que la mantenga, sin atender
a hacer mdxima la varianza explicada, que es la base de los procedimientos habituales en

MLR para la seleccién de variables.

Un aspecto crucial que la seleccién de variables puede poner de relieve en un
calibrado es la necesidad de utilizar sefiales aparentemente no vinculadas con el analito que
se estd calibrando. Ello puede ser indicativo de la presencia en la sefial registrada de efectos
no esperados, como puede ser la existencia de reacciones quimicas acopladas, la formacién

de compuestos intermetdlicos, etc. Para mostrar esta posibilidad se ha aplicado un
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procedimiento de seleccién de variables a todos los casos de regresién multivariante

analizados en esta memoria.

Una primera aproximacién al problema de seleccién de variables es la que el Profesor
Phan-Tan-Luu [218] denomina ’sentimental screening’, que consiste en seleccionar aquellas
variables que resultan mds atractivas y rechazar aquellas que no cumplen esta condicidn.
Evidentemente, este no es un procedimiento demasiado objetivo, por lo que se han buscado

otras aproximaciones al problema.

Las mds clésicas y ain frecuentemente utilizadas son los procedimientos de seleccién
de variables paso a paso (step wise), bien de adicién (se afiaden variables si se verifica un
determinado criterio), bien de eliminacién (eliminando variables que no verifican cierto
criterio). En general, los procedimientos paso a paso presentan el inconveniente de no
explorar suficientemente las posibles combinaciones de variables. El problema principal
asociado con estos métodos reside en los propios algoritmos, ya que cada etapa del andlisis
condiciona fuertemente las siguientes. De hecho, una vez seleccionadas k variables no es
posible descartar ninguna de ellas a pesar de que al introducir una nueva pudieran alcanzarse
mejores resultados. La misma consideracién se puede hacer cuando el procedimiento paso a

paso es de eliminacién de variables.

Otra aproximacién es la propuesta por Massart y otros [219] como método de
seleccién de variables en determinaciones espectrofotométricas multicomponentes mediante
modelos PLS. El procedimiento se basa en la seleccién de aquellas variables relacionadas con
los coeficientes de regresién de mayor magnitud de la férmula cerrada de PLS, habiendo
normalizado y centrado las variables predictoras en una etapa previa. E1 método ha sido
evaluado utilizando diferentes conjuntos de calibracién, asi como diferentes criterios para
seleccionar el nimero de variables latentes de los modelos PLS. Los resultados sugieren que

la seleccién de variables mejora la capacidad de prediccién de los modelos PLS.

Otra alternativa eficaz se basa en el uso de procedimientos de optimizacién aplicados
a la seleccién de variables, entre ellos se encuentran el enfriamiento progresivo (simulated
annealing) [220-221], los drboles de clasificacién y regresiéon (CART) [222], o bien el célculo
genético [26, 223-226], que ha sido la aproximacién utilizada en este capitulo.

Los algoritmos genéticos [227-230] representan sistemas inteligentes que imitan a los
sistemas biolégicos que se auto-organizan y adaptan a su entorno. Pueden ser considerados

como una técnica de bisqueda alternativa a las tradicionales en inteligencia artificial. El
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cédlculo genético puede encontrar soluciones casi 6ptimas que en general son adecuadas para
resolver un determinado problema. Entre sus caracteristicas estd la de no exigir ninguna
condicién a la funcién a optimizar, ni siquiera al espacio en el que varfan las variables. Esta
técnica es buena en situaciones complejas, como la presente, en las que el espacio de

bisqueda puede llegar a ser prohibitivamente extenso.

Cuando se desea resolver un problema utilizando un algoritmo genético es necesario
plantearlo de forma que las posibles soluciones se puedan describir como una cadena de
nimeros o caracteres. Cada una de estas cadenas se denomina cromosoma. En la seleccién
de variables, cada cromosoma es un vector fila que contiene tantos elementos como variables,
estando cada elemento codificado como 1 si la variable correspondiente ha sido seleccionada,

y como 0 si no lo ha sido.

Se debe disponer ademds de una funcién de evaluacién que produce un valor numérico
que representa la habilidad de cada cromosoma para resolver el problema. En el caso de la
seleccién de variables, ésta podria venir dada por el porcentaje de varianza explicada en

prediccién con el subconjunto de potenciales seleccionados que representa el cromosoma.

Los operadores genéticos son respectivamente: la reproduccién, el entrecruzamiento
(crossover) y la mutacién. La reproduccién produce una nueva poblacién de soluciones
potenciales y selecciona dos de ellas como ’padres’ de otras soluciones posibles. El
entrecruzamiento consiste en elegir segmentos de las soluciones padre para intercambiarlos
con el propésito de crear nuevas soluciones potenciales. Y por dltimo, la mutacién genera
cambios arbitrarios ocasionales en candidatos a solucién. Es necesaria para garantizar una

adecuada ’capacidad de exploracién’ del espacio de las variables predictoras.

La bondad de un cromosoma se mide evaluando la respuesta que estd siendo
optimizada por el algoritmo. Esta poblacién de cromosomas iniciada aleatoriamente
evoluciona al producirse el entrecruzamiento o combinacién de sus elementos y, en menor
medida, la mutacién, siendo seleccionados posteriormente los miembros mds capaces. Este

procedimiento se repite un cierto niimero de veces.

Existen diferentes versiones de algoritmos genéticos, dependiendo de la forma en que
el método matemdtico lleve a cabo la reproduccién de los cromosomas, el entrecruzamiento,
etc. El algoritmo genético que se ha utilizado en esta memoria, propuesto por Leardi y otros
(223, 224], ha sido disenado especificamente para buscar el grupo de variables predictoras que

conlleve la construccién del modelo de regresién PLS con mayor capacidad predictiva. Es el
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primer método de seleccidn de variables para modelos de regresién que optimiza la validacién
cruzada ’casi completa’, y por tanto, resulta adecuado para ser aplicado a sefales

electroquimicas como las analizadas aqui.



IV.2 DESCRIPCION DEL ALGORITMO GENETICO
UTILIZADO

Este capitulo describe brevemente la variante concreta de algoritmo genético que se ha
utilizado en esta memoria para llevar a cabo la seleccién de variables. Esta variante es
conocida por el nombre de ’estado estacionario’ sin duplicado (steady-state without
duplicates) [231]. Cada subconjunto de potenciales seleccionados se representard mediante un
vector p-dimensional, w, con coordenadas bivaluadas. Si se selecciona el potencial i1-€simo
para formar parte del subconjunto entonces la i-ésima coordenada de w serd un uno, en caso

contrario serd un cero. Cada vector w constituye un cromosoma.

Dado un cromosoma w, se construye un modelo PLS validado completamente por
validacién cruzada utilizando de cada voltamperograma unicamente las intensidades
registradas a los potenciales representados por w. Mediante el valor PRESS(w) alcanzado con
el modelo se evalia cada cromosoma w. El algoritmo genético evoluciona buscando el
minimo de PRESS(w) en el espacio de todos los posibles cromosomas (es decir, en el espacio
de todos los posibles subconjuntos de potenciales) sin establecer a priori la estructura latente
del modelo de calibrado, en particular el nimero de variables latentes, que dependerd de las

variables predictoras que intervengan en el problema.

Inicialmente se selecciona una poblacién P, formada por n_pop cromosomas elegidos

al azar
Po={w(@/j=1,.n_pop } (30)

y se calcula el valor de PRESS(w) para cada elemento de P,.

La poblacién de cromosomas evoluciona generando poblaciones sucesivas del siguiente

modo:

i) Dada la poblacién P,, se denomina PRESS,,,, = max {PRESS(w) / w € P_}.



374 IV. Seleccién de variables mediante un algoritmo genélico

it) Se toman dos cromosomas al azar, w, y W, con probabilidad inversamente
proporcional al valor de PRESS(w). Esto implica que la probabilidad definida por cada

w viene dada por

1

1
E“’E . PRESS(w)

y de cuerdo con esta probabilidad se realiza un sorteo para elegir los dos cromosomas.

iii) A los cromosomas w, y W, se les aplica el operador entrecruzamiento, para lo cual se
toma la coordenada i-ésima de ambos y se selecciona un nimero entre cero y uno con
probabilidad uniforme, si éste es mayor que p_cross, se intercambia la coordenada i-
ésima de w, con la coordenada i-ésima de w,. Al repetir este proceso para todas las

coordenadas, desde i=1 hasta p, se obtienen dos nuevos cromosomas, Wy y w,.

iv) A estos nuevos cromosomas se les aplica el operador mutacion, lo cual implica que
cada una de las coordenadas de w; y w, 'muta’ a su valor opuesto con probabilidad

p_mut. De este modo se obtienen los cromosomas ws y Wy.
v) En este punto se genera la poblacién siguiente P,,, de forma que
Si wg no estd en la poblacién actual P, se calcula PRESS(w;).

Si PRESS(ws) < PRESS,,, entonces w; sustituye al cromosoma
correspondiente a PRESS, ., y se calcula el nuevo valor de PRESS,,,.

Si wg no estd en la poblacién actual se calcula PRESS(wy).

Si PRESS(w,) < PRESS,,, entonces w, sustituye al cromosoma

correspondiente a PRESS, ...
vi) Se vuelve al paso i) hasta que se detenga el algoritmo.

La mejor solucién, en cada poblacién P, es el subconjunto de potenciales w, tal que
PRESS(w,) = min {PRESS(w) / w € P,}. En general, si el algoritmo evoluciona
correctamente, la \ltima poblacién estd formada por subconjuntos de potenciales tales que los
correspondientes calibrados tienen valores de PRESS suficientemente pequeiios. El algoritmo

se detiene cuando se han generado n_tot cromosomas descendientes.
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Como se indica en la referencia [231] el procedimiento de no reemplazar la poblacién
entera por una nueva en cada caso, e introducir cromosomas distintos siempre que su
evaluacién sea mejor que la del peor de la poblacién (elitismo en grado médximo) da buenos
resultados en problemas de optimizacién en los que la respuesta no tiene ruido, como ocurre
en el presente caso, ya que al repetir PLS con el mismo cromosoma se obtiene el mismo valor
de PRESS.

Procedimiento global

Este es seguramente el aspecto que mds diferencia al algoritmo genético utilizado en esta
memoria ya que tiene en cuenta una condicién que se considera esencial en los calibrados que
se realizan en determinaciones analfticas y que consiste en conseguir un modelo con la
maéxima capacidad de prediccién. Esto implica que el subconjunto de potenciales elegido tiene
que ser validado utilizando datos que no hayan intervenido en la construccién del propio
modelo. Por esta razén el procedimiento seleccionado incluye una validacién externa basada
en el SEP definido en la ecuacién 25 del Epigrafe 111.3.4.2.

El espacio definido por todos los cromosomas (todos los posibles subconjuntos de
potenciales) es un conjunto discreto, por lo que carece de sentido considerar que los sucesivos
cromosomas éptimos en cada poblacién w, (n — o) convergen al éptimo de PRESS al avanzar
en el proceso. Cuando se utilizan algoritmos genéticos, en su lugar se verifican convergencias
en probabilidad. Entonces lo que se garantiza es que la probabilidad de que la poblacién n-
ésima contenga al éptimo crece hacia uno cuando n — e, pero no existe la certeza de que el
cromosoma éptimo w, . sea el 6ptimo global, ni se tiene evaluada ninguna medida de lo que

dista del éptimo.

Este es el aspecto que mds diferencia ¢l modo en que un algoritmo genético
evoluciona hacia un 6ptimo frente a los procedimiento de optimizacién convencionales.
Ademds, en los problemas que estdn siendo analizados es imposible buscar una relacién
funcional entre cada subconjunto de potenciales y el valor de PRESS obtenido cuando se
utilizan las intensidades registradas a esos potenciales como variables predictoras de la

concentracion.

A continuacién se describe esquemdticamente el procedimiento global que garantiza

la validacién ’casi completa’ de la seleccién de potenciales realizada por el algoritmo  genético
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i) Un conjunto, D, de m muestras de calibrado (cuyos voltamperogramas constituyen las
filas de la matriz de las variables predictoras) se divide en n_sep subconjuntos

disjuntos, D,, tales que

D={J D (32)

ii) Desde que i vale 1 hasta que vale n_sep
Se definen el conjunto de aprendizaje (D - D,) y el de evaluacién D,

Se optimiza PRESS por validacién cruzada completa usando n_can conjuntos

de cancelacién mediante el algoritmo genético de la secci6n precedente.
Para cada cromosoma w de la dltima poblacién se calcula SEP(w) con D,

iii) Se eliminan todos los w tales que el valor de SEP(w) expresado como porcentaje de
varianza explicada no alcanza un valor umbral preseleccionado, v_umb, en ninguno
de los D;. De este modo, se garantiza que los n_acept subconjuntos de potenciales
seleccionados son capaces de proporcionar un modelo de calibrado de suficiente

calidad en prediccién, al menos con uno de los conjuntos de evaluacién.
iv) Desde que j vale 1 hasta que vale n_acept
Desde que i vale 1 hasta que vale n_sep

Se calcula el mdximo de SEP con los potenciales correspondientes al
cromosoma j cuando se recorren los conjuntos D - D;. Llamaremos

SEP(j, i) a cada uno de estos valores.

Se toma como indice de calidad del cromosoma aceptado j-ésimo la media

geométrica de los SEP que le corresponden, es decir
IQ@) = (SEP(, 1) x SEP(j, 2) x ... x SEP(j, n_sep))""-** (33)

El cromosoma con mayor valor de IQ se toma como solucién por validacién cruzada

al problema de las seleccién de variables.



IV.3 SELECCION DE VARIABLES EN LA DETERMINACION
POLAROGRAFICA DE BENZALDEHIDO

Se ha llevado a cabo la seleccién de potenciales mediante un algoritmo genético en la
determinacién polarogrifica de benzaldehido a diferentes valores de pH. Los conjuntos de
datos con los que ésta se ha realizado coinciden con los sefialados en el Epigrafe I1.2.4, en

el que estos datos fueron utilizados para construir modelos de regresién multivariante PLS con

todas las variables predictoras.

Como ya se indicé en la Seccidn I1.2, la determinacién de benzaldehido ha sido
llevada a cabo mediante polarograffa diferencial de impulsos en las condiciones instrumentales

allf especificadas, utilizando disoluciones tampén Mcllvaine como electrélito soporte. Sobre
un volumen determinado de solucién tampén se realizaron una serie de adiciones de
benzaldehido y se registraron los polarogramas correspondientes. Este andlisis se llevé a cabo
considerando diez valores de pH diferentes, obteniéndose para cada uno de ellos un conjunto
de datos constituido por 7 objetos (las adiciones de benzaldehido realizadas) y 118 variables
predictoras (las intensidades registradas a 118 potenciales que estdn igualmente espaciados
entre -800 mV y -1502 mV).

Analizados los datos correspondientes a las Figuras I1.2.3a a II1.2.3e se comprobé la
inviabilidad de una tratamiento univariante de los mismos, haciéndose necesaria la utilizacién
de una técnica de regresién multivariante como PLS para resolver los problemas de falta de
especificidad de los mdximos de pico originada por la presencia de reacciones acopladas. Los
resultados obtenidos con los modelos PLS construidos fueron muy satisfactorios. Como ya
se ha indicado, en este capitulo se va ha realizar un procedimiento de seleccién de variables
cuyos resultados podrdn ser comparados con los correspondientes al andlisis sefialado en
iltimo lugar. Asimismo, dicho procedimiento ofrece la posibilidad de llevar a cabo

evaluaciones cualitativas de los procesos que estén teniendo lugar.
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IV.3.1 Seleccion de variables

Para aplicar el procedimiento de seleccién de variables descrito en la Seccion IV.1, y después

de realizar algunos ensayos, se han considerado adecuados los siguientes pardmetros

Grupos de cancelacién externos (n_sep) 5
Nimero de cromosomas en la poblacién (n_pop) 20
Probabilidad de entrecruzamiento (p_cross) 50%
Probabilidad de mutacién (p_mut) 1%
Grupos de cancelacién internos (n_can) 7
Criterio de parada para cada ciclo externo (n_tor) 100
Umbral para la varianza en prediccién (v_umb) 80%

Este algoritmo genético ha sido aplicado de forma independiente a los datos
correspondientes a cada pH experimental. Los resultados del procedimiento de seleccién de
variables se encuentran en la Tabla IV.2.1, en la que se muestran las variables seleccionadas

por el algoritmo genético para cada valor de pH. Las Figuras IV.3.1a-j muestran c6mo

Tabla IV.3.1 Seleccién de variables realizada por el algoritmo genético para los distintos

valores de pH.

pH Variables seleccionadas
(potenciales / mV)

22 -830, -902, -1004, -1058, -1394, -1412, -1442, -1454, -1496
2.8 -926, -938, -1100, -1136, -1148, -1274, -1298, -1430, -1484
34 -848, -926, -1052, -1088, -1232, -1292, -1460
4.0 -830, -1028, -1034, -1244, -1298, -1358, -1406, -1496
4.6 -1040, -1118, -1232, -1274, -1328, -1376, -1472
52 -1004, -1124, -1184, -1244, -1262, -1346, -1358
5.8 -986, -1016, -1328, -1490
6.4 -908, -1106, -1130, -1262, -1280, -1304
7.0 -800, -824, -1268, -1298, -1394, -1418, -1454, -1496

7.6 -1064, -1112, -1142, -1184, -1232, -1268, -1298, -1370
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IV.3 Seleccidn de variables en la determinacién polarogrdfica de benzaldeh(do 339

muchos de los potenciales seleccionados se corresponden con zonas préximas al médximo de

pico, mientras que otras recorren las diferentes zonas del polarograma.

Un aspecto sumamente itil del procedimiento de seleccién de variables es que muestra
cuales son las zonas de potencial donde se producen procesos complejos relacionados con el
analito de interés. De hecho, se puede observar en las Figuras IV.3.1a-j cémo los valores de
potencial seleccionados por el algoritmo genético van variando a medida que cambia el pH

de acuerdo con los procesos electrédicos ya indicados en el Capitulo I1.2.

IV.3.2 Construccion y evaluacion de modelos PLS

Construccion de los modelos PLS

Con las variables seleccionadas por el algoritmo genético se han construido modelos de
regresion PLS independientes para cada valor experimental de pH, considerando como
variable respuesta la concentracién de benzaldehido correspondiente a las siete adiciones de
benzaldehido realizadas. Por tanto, en este caso, el nimero de variables predictoras que
constituyen cada uno de los modelos PLS construidos depende de la seleccion previa,

mientras que el nimero de objetos considerado en cada calibrado es siempre el mismo.

En la Tabla IV.2.2 se resumen los porcentajes de varianza explicada por los modelos
PLS construidos con las variables predictoras seleccionadas por el algoritmo genético para
cada valor experimental de pH. En negrilla y cursiva se sefialan los valores de varianza
correspondientes al nimero de variables latentes pertenecientes al modelo PLS seleccionado

en cada caso.

Estos resultados se pueden comparar con los obtenidos cuando los modelos PLS se
construyeron con todas las variables predictoras, Tabla I.2.4. En general, los modelos
construidos con las variables seleccionadas por el algoritmo genético estdn formados por un
nimero de variables latentes mayor, salvo para los modelos correspondientes a los valores de
pH 4.6 y 6.4, en los que éste disminuye. Asimismo, en casi todos los casos, los porcentajes
de varianza explicada por los modelos son ligeramente mds altos cuando se realiza la
seleccién de variables previa. Unicamente tres de los modelos construidos ven disminuido el
valor de varianza explicada, respecto del obtenido con todas las variables predictoras, aunque

la diferencia mayor es tan sélo de un 0.08%.
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TablaIV3.2

Porcentajes de varianza explicada por los modelos PLS construidos con las variables
seleccionadas por el algoritmo genético, para cada valor experimental de pH, en funcién del
nimero de variables latentes. En negrilla y cursiva se sefala el nimero de variables latentes
seleccionado para cada modelo.

Variables latentes

pH Bloque Varianza
1 2 3 4
¥ Explicada 92.29 97.43 99.72 99.86
22 En prediccién 90.29 97.17 99.44 99.48
X Explicada 88.68 95.49 98.00 98.01
% Explicada 91.75 99.52 99.62 99.88
2.8 En prediccién 88.89 99.08 99.27 99.66
X Explicada 94.83 96.23 99.04 99.30
2 Explicada 98.60 99.60 99.75 99.97
34 En prediccién 98.40 98.79 99.51 99.32
Explicada 93.25 9343 98.43 98.25
¥ Explicada 98.43 98.83 99.49 99.81
4.0 En prediccién 97.87 97.34 98.75 99.49
X Explicada 97.96 98.62 99.09 99.60
5 Explicada 99.58 100.00 100.00 100.00
4.6 En prediccién 99.52 99.99 99.98 99.98
X Explicada 86.53 98.66 99.21 99.77
Y Explicada 96.23 99.41 99.95 99.95
52 En prediccién 95.27 98.88 99.91 99.86
X Explicada 89.57 96.50 98.84 99.38
- Explicada 98.99 99.08 99.48 -
5.8 En prediccién 98.68 98.49 99.01 -
X Explicada 99.89 99.92 99.95 -
& Explicada 99.98 99.98 99.98 99.97
6.4 En prediccién 99.98 99.97 99.83 99.78
X Explicada 96.40 98.94 99.40 99.99
i Explicada 99.57 99.86 99.90 99.99
7.0 En prediccién 99.37 99.76 99.80 99.61
X Explicada 95.99 99.11 99.68 99.63
Y Explicada 98.01 99.96 9997 99.99
7.6 En prediccién 97.43 99.89 99.91 99.87

X Explicada 96.27 99.45 99.55 99.90
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También se observa que, en los modelos construidos tras la seleccién de variables, las
diferencias entre los valores de varianza explicada y varianza en predicciéon son menores que
las correspondientes a los modelos construidos sin seleccién de variables. Es decir, que los
valores de varianza en prediccién se encuentran mds préximos a los valores de varianza
explicada que en el caso anterior, lo cual es indicativo de que los modelos PLS construidos
en esta ultima etapa del andlisis tienen mayor capacidad de prediccién y estabilidad. No
obstante, las discrepancias entre los valores de varianza explicada entre un método y otro son

minimas.

Interpretabilidad de las variables latentes

Evidentemente, las variables latentes de los modelos PLS construidos una vez realizada la
seleccién de variables no son exactamente las mismas que las correspondientes a los modelos
desarrollados en el Epigrafe 11.2.4. De hecho, el nimero de variables predictoras que han
entrado a formar parte de los primeros es significativamente menor, ya que el algoritmo
genético utilizado selecciona tnicamente aquellas que mejoran la capacidad predictiva de los
modelos de regresién. Ademds, el nimero de variables latentes que constituyen cada uno de
los modelos construidos en este caso difiere del correspondiente a los modelos construidos

inicialmente.

En las Figuras IV.3.2a-j se muestran los loadings correspondientes a los modelos PLS
obtenidos tras la seleccién de variables. La estructura de los loadings de la primera variable
latente reproduce en los modelos construidos para todos los valores experimentales de pH,
como en el caso anterior, la aportacién de cada variable predictora al polarograma original.
Esta variable latente estd fuertemente relacionada con la concentracién de benzaldehido,

explicando porcentajes de varianza muy elevados en todos los casos.

En cuanto al resto de las variables latentes, su interpretabilidad depende tanto del
nimero de variables predictoras seleccionadas por el algoritmo genético como de la
complejidad de los procesos implicados en el andlisis. Por ejemplo, la Figura IV.3.2a muestra
cémo el algoritmo genético ha seleccionado las variables predictoras relacionadas con la sefial
principal y con la reduccién de los protones del medio en el modelo PLS construido para el
valor de pH 2.8. Todas las variables predictoras seleccionadas, un total de nueve, intervienen
de forma similar en todas las variables latentes significativas, lo cual dificulta enormemente

el establecer una relacién entre éstas y alguno de los fenémenos quimicos que se estdn

produciendo.
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Sin embargo, los loadings correspondientes al modelo PLS construido para el pH 7.0,
Figura IV.3.2j, sefialan cémo las variables latentes segunda y tercera estdn relacionadas con
los potenciales de las colas del pico polarogrdfico, modelando la informacidn relativa a la
concentracién de benzaldehido contenida en esas zonas del polarograma, asi como el ruido

de fondo.

Por tanto, al efectuar la seleccién de variables es posible que se pierda parte la
interpretabilidad quimica de las variables latentes. Esto supone que, dependiendo de cudl sea
la finalidad de andlisis, puede ser o no conveniente la utilizacién del algoritmo genético para
seleccionar variables. Cuando se trate de estudiar un sistema quimico y de relacionar la
variabilidad de los datos con la realidad quimica, no es adecuado disminuir tan drdsticamente
el nimero de variables predictoras. Mientras que, si lo que se trata es de determinar la
concentracién de analito, el uso de este algoritmo genético en la seleccién de variables
conduce a la utilizacién de aquella parte de la informacién que lleva a una mejor validacién

cruzada disminuyendo la influencia del ruido de fondo, y por tanto a una prediccién mejor.

Andlisis de los errores

En la Tabla IV.2.4 se evalian las diferencias existentes entre las concentraciones de
benzaldehido reales y las calculadas por los modelos PLS a través de los correspondientes
errores relativos. Para calcular éstos, se han considerado los valores de concentracién
predichos por los modelos PLS construidos con el niimero de variables latentes indicado en
la Tabla IV.2.2.

Para llevar a cabo el andlisis de estos errores, al igual que se hizo en el Epigrafe 11.2.4
en el que los modelos se construyeron con todas las variables predictoras, se ha evaluado el
efecto que sobre los mismos tienen la variacién del pH del medio y de las adiciones de
benzaldehido realizadas. En primer lugar, se ha tratado de hacer un andlisis de la varianza
(ANOVA) sobre los datos de la Tabla IV.2.3, comprobdndose previamente si se cumplian o

no las hipétesis de normalidad de restos e igualdad de varianzas.

Para verificar la primera de las hip6tesis previas, la de normalidad de restos, se han
utilizando los test de hipétesis [58], al nivel de confianza del 95%, siguientes: el test de la
X oot = 2.01 10) y el test de Kolmogorov-Smirnov (P, = 2.6 10%). Ambos concluyen,
a diferencia del caso de los modelos PLS construidos con todas las variables latentes, que los

restos no son normales.
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Figura IV.2.2a Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 2.2 con las variables
seleccionadas por el algoritmo genético.
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Figura IV.2.2b Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 2.8 con las variables
seleccionadas por el algoritmo genético.
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seleccionadas por el algoritmo genético.
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Figura IV.2.2e Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 4.6 con las variables
seleccionadas por el algoritmo genético.
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Figura IV.2.2h Loadings correspondientes al modelo PLS construido para pH = 6.4 con las variables
seleccionadas por el algoritmo genético.
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En cuanto a la hipétesis de igualdad de varianzas, andlogamente al caso en el que no
se seleccionaron variables, los test de Cochran y Bartlett [58] con ese mismo nivel de
confianza indican que no es posible considerar que las varianzas sean iguales, tanto en ¢l caso
en el que se toman como nivel las adiciones de benzaldehido y los errores a los distintos pH

como réplicas, como cuando se considera la situacién contraria.

Tabla IV.3.3 Errores relativos en el cédlculo de la concentracién de benzaldehido con los modelos PLS
construidos con las variables seleccionadas por el algoritmo genético a diferentes valores
experimentales de pH.

Adicién
pH
1 2 3 4 3 6 7

22 6.12 -2.82 0.80 -0.08 -0.82 1.40 -0.66
2.8 1.95 -0.61 -0.97 1.35 0.65 -1.65 0.59
34 -0.23 1.61 -0.81 -0.22 -1.35 2.88 -1.43
4.0 -4.14 0.99 -1.30 -1.00 0.43 1.95 -1.13
4.6 1.20 -1.08 0.31 -0.07 0.07 0.22 -0.17
3.2 -0.09 227 -1.91 -0.57 0.49 0.61 -0.36
58 21.05 1.61 -3.71 2.70 2.92 -0.01 0.54
6.4 -5.02 -1.26 -0.69 0.12 0.80 0.01 -0.12
7.0 0.72 -0.10 -0.84 1.94 1.36 1.13 -0.78
7.6 -1.92 -0.02 -0.76 0.76 -0.21 0.69 -0.48

Por lo tanto, tampoco en este caso es posible realizar el ANOVA con la tabla de datos
y se hace necesario un método no paramétrico, como el test de rangos de Friedman [83], para
evaluar los efectos. En este caso, el test permite concluir que ninguno de los dos factores es
significativo (P,.,, = 0.1366), es decir, que no existe efecto. De nuevo, es posible considerar
los valores de concentracién de benzaldehido calculados a los distintos pH, para cada adicién

de analito, como si fueran réplicas.

Esto permite comparar los valores de concentracién calculados por los modelos PLS
construidos con las variables seleccionadas por el algoritmo genético, con los valores de
concentracién reales mediante una regresién univariante. Este ajuste se ha llevado a cabo por

minimos cuadrados, y los resultados del mismo aparecen reflejados en la Tabla IV.2.4. La
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hipétesis conjunta [57], que establece que el término independiente sea igual a 0 y la

pendiente igual a 1, se acepta con un nivel de significacién del 7.13%.

Tabla IV.3.4 Resultados de la regresién lineal llevada a cabo para comparar los
valores de concentracién reales con los calculados por los modelos PLS.

Variable Coeficiente S.E. P i
Constante 0.0286 0.0773 0.71
Concentracién 0.9986 0.0036 0.00
p = 0.9996 S,. = 0.2860

Este resultado, junto con la mayor proximidad de los valores de varianza en prediccién
a los correspondientes valores de varianza explicada, parece seiialar que el procedimiento de
seleccién de variables llevado a cabo en una etapa previa a la construccién de los modelos

PLS aumenta la capacidad predictiva de éstos, asi como su estabilidad.

IV.3.3 Comparacion de resultados

Mediante técnicas de regresién

Habitualmente, cuando se desean comparar dos procedimientos o métodos de andlisis, se
puede llevar a cabo una regresién por minimos cuadrados, tomando como variable
independiente los resultados obtenidos con uno de los dos métodos, que se considera como

método de referencia, y como variable dependiente los correspondientes al otro.

Una de las hipétesis bésicas de ese modelo de regresién consiste en considerar que la
variable independiente no es aleatoria, lo cual equivale a que, o bien estd exenta de error, o
su error aleatorio es despreciable frente al de la variable dependiente. Por esta razén, cuando
tanto la variable dependiente como la variable independiente estdn sujetas a error [19, 232],
la regresién por minimos cuadrados no resulta adecuada para llevar a cabo el andlisis. En este

caso, deberia utilizarse una regresién ortogonal [19].

Para comparar los resultados de los dos procedimientos utilizados en la determinacién

polarogrdfica de benzaldehido mediante modelos multivariantes PLS, con seleccién de
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variables y sin ella, se ha utilizado una regresién ortogonal robusta. Esta regresion se rige por
el criterio de hacer minima la mediana de cuadrados de las diferencias perpendiculares a la

propia recta.

El ajuste se ha llevado a cabo sobre los datos de la Figura IV.3.3, en la cual se
representan los valores de las concentraciones de benzaldehido calculadas por los modelos
PLS habiendo realizado una seleccién de variables con un algoritmo genético y sin ella. Se
puede observar perfectamente como en ambos ejes, para un mismo valor de concentracién

real, ambos procedimientos presentan una cierta variabilidad en los resultados.
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Figura IV.2.3 Concentracién calculada por los modelos PLS construidos con todas las variables o con
aquellas seleccionadas por un algoritmo genético.

Se ha utilizado un programa desarrollado por Sarabia y otros [234] que ha permitido
realizar el ajuste considerando diversos criterios, segiin se trate de una regresién por minimos
cuadrados (least squares, LS), de la regresién en minima mediana de cuadrados (least median
squares, LMS) [233], la regresién ortogonal (orthogonal least squares, OLS) [19] o la
regresién ortogonal robusta (orthogonal least median squares, OLEM) [234].
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El célculo se ha repetido 14 veces obteniéndose valores muy estables. Los mejores
resultados correspondientes a los cuatro métodos de regresién se muestran en la Tabla IV.2.5.
En la misma se observa que los valores que mds se aproximan a 1 y 0, para pendiente y
término independiente respectivamente, son los correspondientes a la regresion ortogonal

aunque todos se encuentran muy cercanos.

TablaIV.3.5  Resultados de los diferentes métodos de regresién univariante utilizados para comparar los
resultados con la seleccién de variables en los modelos PLS y sin ella.

Desviacién estdndar de la

Método Pendiente Término independiente prediccién
LS 0.9967 0.0788 0.3580
LMS 0.9990 0.0018 0.3601
OLS 1.0058 -0.1228 0.3692
OLEM 0.9993 0.0003 0.3599

De estos resultados se concluye que, en este caso, no se puede afirmar que existan
diferencias significativas entre los valores de concentracién calculados por los modelos PLS
sin seleccién de variables o llevando a cabo una seleccién de las mismas utilizando un

algoritmo genético.

Mediante test no paramétricos

Otra metodologia que resulta adecuada para analizar el efecto que tiene sobre los resultados
del andlisis multivariante el realizar o no la seleccién de variables con el algoritmo genético
consiste en aplicar test de hipétesis sobre muestras emparejadas. En este caso, se han
calculado las diferencias entre el valor absoluto del error relativo de las concentraciones
calculadas cuando se llevé a cabo la seleccién de variables y las calculadas cuando se
construyeron los modelos PLS con todas las variables. Dado que estas diferencias no
cumplian la hipétesis de normalidad, se han realizado los test no paramétricos de los signos

y de los rangos con signo de Wilcoxon.

Para ambos test, la hipétesis nula es H,: la mediana es 0 (no existe efecto por la
seleccién de variables), mientras que la hip6tesis alternativa es H,: la mediana es distinta de
0 (existe efecto debido a la seleccién de variables). En ambos casos se rechazé la hipétesis

nula a niveles de significacién del 4.2 10>, ya que este valor es menor que 0.05. Adem4s, el
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valor de la mediana es -0.255, lo cual indica que la seleccién de variables reduce el error

relativo en -0.255% a ese nivel de significacidn.
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IV.4 SELECCION DE VARIABLES EN DETERMINACIONES
MULTIANALITO POR VOLTAMPEROMETRIA

Un estudio paralelo al anterior se ha llevado a cabo con los distintos ejemplos que aparecen
en capitulos anteriores de esta memoria. En concreto, se ha realizado una seleccién de
variables utilizando el algoritmo genético indicado previamente en los calibrados A, C, E, H

y J, los cuales fueron utilizados a su vez en las transferencias de calibrado del Capitulo 111

como calibrados patrén.

Las variables seleccionadas por el algoritmo genético en los citados ejemplos para
cada uno de los analitos implicados en cada calibrado, tomando los mismos pardmetros que
en el Epigrafe IV.3.1, se seiialan en las Figuras IV.4.4 a IV.4.8 mediante lineas verticales.

IV.4.1 Construccion y evaluacion de modelos PLS

Construccidn de los modelos PLS

Con los potenciales sefialados en las Figuras IV.4.4 a IV.4.8 se han construido los
correspondientes modelos de regresién PLS para cada uno de los diferentes ejemplos. En
dichos modelos tanto la varianza explicada como la varianza en prediccién son del mismo
orden que los obtenidos para los modelos PLS construidos con todas las variables. Por ello,
en las Tablas IV.4.6 a IV.4.10 se muestran lnicamente los errores correspondientes a las

muestras de los diferentes conjuntos de aprendizaje.

Si se comparan los errores recogidos en dichas tablas con los correspondientes a los
modelos PLS construidos con todas las variables predictoras se observa que, en algunos casos,

éstos son ligeramente menores para algunos de los analitos determinados mientras que en

otros ocurre lo contrario.
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Figura 2a Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Cu (calibrado A). Los picos
polarogréficos se corresponden de izqda. a dcha. con Cu, Pb, Cd y Zn.
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Figura 2¢ Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Cd (calibrado A). Los picos
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Figura 2d Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Zn (calibrado A). Los picos

polarogréificos se corresponden de izqda. a dcha. con Cu, Pb, Cd y Zn.
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voltamperométricos se corresponden de izqda. a dcha. con Zn, Cd, Pb y Cu.
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Figura 3b Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Pb (calibrado C). Los picos
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Figura 4a Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Pb (calibrado E). Los picos
polarogrificos se corresponden de izqda. a dcha. con Pb, Sn y Cd.
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Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Cd (calibrado E). Los picos
polarogréficos se corresponden de izqda. a dcha. con Pb, Sn y Cd.
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Variables seleccionadas por el algoritmo genético para el Pb (calibrado H). Los picos
voltamperométricos se corresponden de izqda. a dcha. con Tl y Pb.
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Tabla IV.4.6 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras test del calibrado A tras la seleccién de
variables.

Nidmero Analito

de muestra Cobre Plomo Cadmio Zinc

18 4.49 0.73 2.20 -2.44
20 -1.03 0.15 0.07 -2.33
23 -1.48 -3.24 1.44 17.07
25 -0.01 -0.83 2.99 3.78
28 0.66 0.51 -0.80 1.83
30 -0.06 1.09 0.08 112
33 -1.57 4.07 -0.34 -1.10
35 -0.17 1.16 1.24 3.34

Tabla IV.4.7 Errores relativos (en %) obtenidos para las
muestras del conjunto test del calibrado C tras la
seleccién de variables.

—— Analito
de muestra Cobre Plomo Cadmio  Zinc
18 -3.66 10.30 3.36 -0.26
20 3.02 10.30 1.83 -2.22
23 -5.78 0.66 -9.26 -0.16
25 0.25 247 -7.96 -7.80
28 13.43 15.32 1.94 6.87
30 7.44 14.13 942 236
33 -6.59 1.35 -8.77 -3.05

35 3.15 0.65 -5.65 1.97
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Tabla IV.4.8 Errores relativos (%) correspondientes a
las muestras test del calibrado E tras la
seleccién de variables.

Nimero de Analito
mucsta Plomo Estafio Cadmio
10 1.29 -0.30 -0.58
12 0.97 -2.22 -0.48
15 0.69 0.74 091
17 -1.28 1.96 -0.95
20 -0.61 -2.34 -0.91
22 0.99 1.26 0.07

Tabla IV.4.9 Errores relativos (en %) para las
muestras del conjunto test del calibrado
H tras la seleccién de variables.

Analito
Muestra
Talio Plomo
tl 10.50 2.89
2 8.63 3.18
13 -30.77 4.84
t4 -7.18 -1.91

Tabla IV.4,10 Errores relativos (en %) para las
muestras del conjunto test del calibrado

J tras la seleccién de variables.

Analito
Muestra
Cobre Hierro
t! 1.80 -2.06
2 -0.14 0.03
13 -1.87 -0.06

4 -3.39 0.22
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Comparacién de resultados mediante test no paramétricos

Con el fin de comparar objetivamente los errores obtenidos para una misma determinacién
llevada a cabo con seleccién de variables y sin ella, se han utilizado los test no pardmetricos
indicados anteriormente. Los test de los signos y los rangos con signo de Wilcoxon han sido
aplicados para evaluar las diferencias existentes entre el valor absoluto del error relativo de

las concentraciones calculadas con esos los dos procedimientos de andlisis.

Tabla IV.4.11 Probabilidades actuales de los test no paramétricos de rangos y de signos de Wilcoxon para los
calibrados A, C, E, H y J. Hy: la mediana es 0, y H,: la mediana es distinta de cero.

Calibrados
A ¢ E H J
Mediana -0.155 1.440 0.085 2.815 0.000
Test de rangos 0.164 0.031" 0.207 0.021° 0.584
Test de los signos 0.112 0.52 0.239 0.077 0.617

* p < 0.05 implica rechazar H,

La aplicacién de estos test a los resultados obtenidos para todos los ejemplos
estudiados permite concluir que no existe evidencia suficiente para rechazar la hipétesis nula
en la casi totalidad de los casos, Tabla IV.4.11, a un nivel de significacién del 5%. Esto
eQuivale a decir que los resultados obtenidos por ambos métodos son significativamente

iguales.

IV.4.2 Aspectos cualitativos relacionados con la seleccion

de variables

Como anteriormente se ha comentado, el procedimiento de seleccién de variables es capaz
de sefialar aquellos potenciales a los que se producen procesos complejos relacionados con

el analito de interés que, en principio, pueden no ser apreciables a través de la observacién
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directa de las sefiales. Por ello, a continuacién se ha realizado un andlisis sobre los aspectos

cualitativos de los procedimientos de seleccidn de variables indicados en el epigrafe anterior.

Las Figuras IV.4.4a-d, correspondientes al calibrado A, muestran cémo el algoritmo
genético ha seleccionado no sélo los potenciales correspondientes a la sefial de cada uno de
los analitos de interés, sino que también ha optado por otras variables que aportan
informacién a los modelos PLS sobre otras fuentes de variabilidad no relacionadas
directamente con las concentraciones. Estas podrian estar relacionadas con el ruido de fondo
que se observa en las citadas figuras, el cual debe de tener un peso significativo en todas las
intensidades registradas. Esto confirma la necesidad de utilizar varios sensores, incluso en
aquellos casos en que €stos no sean especificos del pico correspondiente al analito que se estd

calibrando.

El siguiente grupo de gréficas, Figuras IV.4.5a-d, se corresponde con la seleccién de
variables realizada en la determinacién de zinc, cadmio, plomo y cobre utilizando una técnica
de redisolucién. Queda patente, a diferencia del caso anterior, que las variables seleccionadas
se encuentran localizadas no sélo en la sefial correspondiente a cada uno de los analitos de
interés, sino también en las de los restantes elementos. Este comportamiento del algoritmo
genético estd relacionado con la formacién de compuestos intermetélicos que hace que existan

interferencias importantes entre los distintos analitos que estdn siendo determinados.

Asimismo, en las variables seleccionadas en las Figuras IV.4.6a-c, correspondientes
a la determinacién mediante polarografia de Pb(II), Sn(IV) y Cd(II), también se observa la
existencia de algin tipo de interaccién entre los dos iltimos elementos. En los procedimientos
de seleccién de variables aplicados a los calibrados de estos dos analitos, Figuras IV.4.6b y
IV.4.6c, se han seleccionado siempre potenciales relacionados con ambos. La figura
correspondiente al plomo muestra cémo es necesario considerar potenciales correspondientes
al pico del estafio, con el cual estd solapado el del plomo, ademds de un potencial en la zona

del polarograma en la que se encuentra la sefial del cadmio.

Al analizar el caso del solapamiento de picos en la determinacién de plomo y talio por
voltamperometria de redisolucién, Figuras IV.4.7, la seleccién de variables realizada por el
algoritmo genético muestra cémo este método ha evitado aquellos potenciales relacionados
con la sefial correspondiente al blanco experimental (linea punteada). Esto resulta
especialmente evidente en la seleccién de potenciales correspondiente al calibrado del talio,

para el que tnicamente selecciona potenciales situados en las colas del pico
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voltamperométrico. En caso de que no se dispusiera de la sefial del blanco experimental, éste
seria un indicio claro de que en esa zona del voltamperograma se estd produciendo algiin
fenémeno que interferiria en la determinacién del talio si Unicamente se considerara la

intensidad correspondiente al mdximo de pico.

Por dltimo, las Figuras IV.4.8a y IV.4.8b correspondientes a la determinacién mediante
técnicas de redisolucién de Cu(ll) y Fe(III) cuando este ultimo se encuentra en exceso,
sefialan cudles son las zonas conflictivas del voltamperograma. En la figura correspondiente
al cobre, las variables seleccionadas se encuentran en las zona del mdximo de pico de la senal
del cobre y en las colas del mismo, mientras que en la seleccién de variables correspondiente
al hierro dnicamente se hace uso de las colas del pico polarogrifico registrado. Esto se debe
a que el pico del hierro sufre un desplazamiento hacia potenciales mds positivos a medida que

aumenta la concentracién de este elemento.
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Las técnicas de calibracién ’blanda’ se han mostrado capaces de modelar senales
obtenidas como resultado de procesos complejos, donde la metodologia univariante
falla. La regresion multivariante PLS ha sido utilizada para modelar la existencia de
reacciones quimicas, en concreto reacciones de dimerizacién, acopladas a los procesos
electrédicos en la determinacién polarogréfica de benzaldehido. Este tipo de reacciones
acopladas ha dado lugar a la aparicién de miiltiples sefiales que se han solapado o que

han sufrido desplazamientos a lo largo del eje de potenciales.

A diferencia de los procedimientos cldsicos que buscan especificidad y selectividad
para las sefiales, la capacidad de modelar sefiales complejas exhibida por la técnica de
regresién PLS ha permitido llevar a cabo la determinacién polarogrdfica de
benzaldehido en un amplio rango de valores de pH, por lo que esta condicién

experimental ha dejado de ser limitante.

Ha sido posible dar un significado quimico a las variables latentes obtenidas por los
modelos PLS construidos. Ello ha indicado que no se trataba de un mero artificio
matemdtico y ha ayudado ademds a analizar la realidad quimica del problema y a

comprender los procesos que se puedan estar produciendo.

Los errores obtenidos en el andlisis, que presentan una media para el valor absoluto
de los errores relativos igual a 2.10%, han confirmado la viabilidad de la
determinacién de benzaldehido mediante polarografia diferencial de impulsos

utilizando modelos de regresién multivariante PLS.

El uso de técnicas multivariantes de regresién permite llevar a cabo determinaciones
multianalito simultdneas. Esto implica que a partir de un inico conjunto de datos
procedentes de una experiencia adecuadamente disefiada es posible determinar la

concentracién de distintos componentes en una muestra compleja.
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V. Conclusiones

La regresién PLS se ha mostrado 1til en la determinacién de Cu(II), Pb(Il), Cd(Il) y
Zn(II) mediante polarografia diferencial de impulsos, superando las dificultades
encontradas por las técnicas de regresién univariante utilizadas, que condujeron a
errores relativos en las muestras problema de hasta un 40% en algunos casos, frente
a un 2.37% de error medio global (media del valor absoluto de los errores relativos).
La transferencia de calibrado realizada en este anélisis ha permitido reducir el niimero
de patrones de calibrado de 28 a 8, manteniéndose el mismo nivel de error en las

determinaciones.

La formacién de compuestos intermetdlicos y otras interferencias que se producen en
la determinacién de Cu(I), Pb(II), Cd(II) y Zn(II) por voltamperometria diferencial
de impulsos con redisolucién andédica se pueden modelar utilizando la técnica de
regresién multivariante PLS, con errores globales medios del 3.7%. Asimismo se ha
mostrado viable la transferencia de estos modelos de calibrado a través del tiempo, lo
cual permite realizar la determinacién simultdnea de esos cuatro analitos mediante la
técnica experimental indicada, con independencia de que existan relaciones internas
entre las diferentes variables predictoras. Se ha reducido el esfuerzo experimental
necesario para llevar a cabo el andlisis, pasando en este caso de un total de 28

muestras de calibrado a 16.

La regresién PLS ha sido aplicada con éxito (errores medios globales del 0.80%) para
llevar a cabo la resolucién de sefiales solapadas en la determinacién mediante
polarografia diferencial de impulsos de Pb(Il), Sn(IV) y Cd(II). Esta regresién
multivariante resulta adecuada para extraer la informacién til que pueda encontrarse
solapada por otras fuentes de variabilidad no relacionadas con el analito de interés. En
la transferencia de calibrado en el tiempo correspondiente a esta determinacién se ha
conseguido recalibrar el sistema utilizando Gnicamente 7 muestras de calibrado, frente

a las 23 que constitufan el calibrado patrén.

Asimismo, esta técnica de regresién multivariante ha sido capaz de modelar la sefial
del blanco experimental y de obviar la interferencia que ésta introduce en la
determinacién por voltamperometria diferencial de impulsos con redisolucién anédica
de Pb(Il) y TI(I), con errores medios globales del 2.15%. En este caso, el problema
se planteaba por el solapamiento de las sefiales correspondientes a los dos analitos de
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10.

11.

interés asf{ como de la correspondiente al propio blanco experimental que,
evidentemente, no formaba parte del disefio utilizado. En estas condiciones, la
transferencia de calibrado realizada ha permitido reducir el nimero de patrones de
caIibraflo de 25a 9.

La determinacién de Cu(Il) en presencia de exceso de Fe(IIl) por voltamperometria
diferencial de impulsos con redisolucién anddica ha sido llevada a cabo, permitiendo
el procedimiento multivariante aplicado realizar la determinacién simultdnea de ambos
analitos, con errores medios globales del 1.23%. Es decir, la regresién PLS ha
permitido obviar el efecto matriz debido a la presencia de un exceso de Fe(Ill) en las
determinaciones de Cu(Il) por DPASV. En este caso, se ha estudiado ademds la
viabilidad de llevar a cabo la transferencia de calibrado entre instrumentos.

El uso de un algoritmo genético para seleccionar variables en determinaciones
voltamperométricas ha permitido construir modelos de calibrado multivariante PLS
con la misma o mejor (benzaldehido) capacidad de prediccién que los modelos
construidos con todas ellas, segiin concluyen los test no paramétricos utilizados. Desde
un punto de vista cualitativo, la informacién aportada con el andlisis de las variables
seleccionadas por el algoritmo genético, es 1itil ya que evidencia la importancia del
uso de seiales no especificas aun cuando las sefiales voltamperométricos 'parezcan’

de calidad analitica.
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APENDICE 1

Progama 'PASOV.EXE’

REM Programa para transformar archivos de VESUV 10 (*.AMP) al
REM formato ASCii, por filas o columnas

CLS

INPUT "Archivo de entrada (con path) ": ARCH1S
INPUT "Archivo de salida (con path) “; ARCH2S
INPUT "Por filas (1) o por columnas (2) "; tipo%
PRINT

PRINT

PRINT "Espere un momento"

i0 = 0
volt% = 0

OPEN ARCH1S$ FOR INPUT AS #3

10 i0 =10 + 1

IF EOF(3) THEN 20

LINE INPUT #3, AS
FOR i = 1 TO LEN(AS)
BS = MIDS (AS, i, 1)
IF BS = "Y" THEN
volty = volts + 1
GOTO 10
END IF
NEXT i
GOTO 10
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20 CLOSE
i0 = 10 - 1

DIM AS$(i0)
DIM dat$(i0, 12)
DIM dat (i0, 5)

OPEN ARCH1S$ FOR INPUT AS #3
FOR i = 1 TO i0
LINE INPUT #3, AS(1i)

NEXT i

CLOSE

obj% = 0

FOR i =1 TO i0

FOR 1 = 1 TO LEN(AS(1))

IF B$ - ||Y|| OR B$ - Wn THEN

' salta lineas cabecera y en blanco

Ji=1 +1
GOTO 22
END IF
NEXT 1
obj% = obj% + 1
k =0
j=1
30 AS = s
40 IF MID$(AS$(i), j, 1) <> " " THEN
AS = AS + MIDS$(AS(i), j, 1)
¥ =0 F L
dat$ (obj%, k) = AS
GOTO 40
END IF
IF j = LEN(A$(i)) THEN 50
IF MIDS(AS(i),3j,1)= * " AND MID$ (AS(i), j+1, 1) <> " " THEN
k=k+1
END IF
j=3+1

GOTO 30
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50 NEXT 1

FOR i = 1 TO obj%

kO =0
FOR k = 4 TO 12.1 STEP 2
kO = k0 + 1
IF dat$(i, k) = "pA" THEN dat(i, k0) = VAL(dat$(i, k - 1)) / 1000
IF dat$(i, k) = "nA" THEN dat(i, k0) = VAL(dat$(i, k - 1))
IF dat$(i, k) = "uA" THEN dat (i, k0) = VAL(dat§(i, k - 1)) * 1000
IF dat$(i, k) = "mA" THEN dat(i, k0) = VAL(dat$(i, k - 1)) *
1000000
NEXT k
NEXT i

ON tipo% GOSUB 1000, 2000
PRINT "He acabado"
END

1000 OPEN ARCH2$ FOR QUTPUT AS #3
., coc% = obj% / volt%
A% 1
B% coc%

I

90 FOR i = A% TO B%
FOR k = 1 TO 5
PRINT #3, USING "## . ####4¢~~~""; dat(i, k);
PRINT #3, " "3
NEXT k
NEXT i
PRINT #3,
A% A% + coc%
B% = B% + coc%
IF B% > obj% THEN
GOTO 100
ELSE
GOTO 90
END IF

100 CLOSE

RETURN
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2000 OPEN ARCH2$ FOR OUTPUT AS #3
coc% = obj% / volt%
FOR k = 1 TO coc%
FOR 1 =1 TO 5
FOR i = 0 TO volts - 1
PRINT #3, USING "##.#####"""""; dat(k + 1 * coc%, 1);

PRINT #3, " ";
NEXT i
PRINT #3,
NEXT 1
NEXT k
CLOSE

RETURN
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Funcion ’transfpds.mat’

[F, Ccal, SEP, SET] = transfpds (P, S, w, no, Pcer, C, t, p)

de

9 O O O°F N O° Od° JP P OP OP OP P OP OP OP O OP OP P OP P O Od° O0 o oP

[F, Ccal, SEP, SET] = transfpds (P, S, w, no, Pcer, C, t, p)

Funcidén para realizar transferencias de calibrado con el método PDS

Pardmetros de entrada:

no

Pcer

matriz con las sefiales del calibrado patrén (objetos por filas)

matriz con las seflales del calibrado satélite (objetos por
filas)

numero de variables predictoras a considerar en la ventana de
transferencia

puede ser un Unico escalar que indique el numero de objetos del
conjunto de transferencia (las muestras se elegirdn por su
score) o un vector que seflale los indices de esos objetos
férmula cerrada del modelo PLS del calibrado patrén

matriz de concentraciones reales

vector con los indices de las muestras del calibrado patrdn que
constituyen el conjunto test

vector con los indices de las muestras del calibrado patrén que
constituyen el conjunto de aprendizaje

Pardmetros de salida:

Ccal
SEP
SET

matriz que transforma las seflales del calibrado satélite a
seflales del calibrado patrén

matriz de concentraciones calculadas para el calibrado satélite
error estdndar en prediccidén

error estdndar del conjunto de aprendizaje
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[F, subset] = pdsgen (P’, S’, w, no);

Scorr St *» F;

Ccal = Scorr * Pcer’;

sep=((sum((C(t,:)-Ccal(t,:))."2))./length(t)).~(1/2);
set=((sum((C(p,:)-Ccal(p,:))."2))./length(p)).”(1/2);

Funcidén ’‘transfgct.mat’

[Scerest, Ccal, SEP, SET] = transfpds (P, S, w, no, Pcer, C, t, p)

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

[Scerest, Ccal, SEP, SET] = transfpds (P, S, w, no, Pcer, C, t, D)

Funcién para realizar transferencias de calibrado con el método GCT

Pardmetros de entrada:

no

Pcer

matriz con las seflales del calibrado patrdén (objetos por filas)
matriz con las seflales del calibrado satélite (objetos por
filas)

puede ser un uUnico escalar que indique el nimero de objetos del
conjunto de transferencia (las muestras se elegirdn por su
score) o un vector que seflale los indices de esos objetos
férmula cerrada del modelo PLS del calibrado patrén

matriz de concentraciones reales

vector con los indices de las muestras del calibrado patrén que
constituyen el conjunto test

vector con los indices de las muestras del calibrado patrdén que
constituyen el conjunto de aprendizaije '

Pardmetros de salida:

Scerest férmula cerrada estimada para el calibrado satélite

Ccal
SEP
SET

matriz de concentraciones calculadas para el calibrado satélite
error estdndar en prediccién
error estdndar del conjunto de aprendizaje
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X S(no, :):

Y P(no, :);

1}

[press, cumpress, minlv, b] = plscv (X, ¥, split, 1lvm, 1);
[0, Q, W, f, U, b ssgdif] = pls (X, Y, minlv);

F = conpredl(b, W, O, Q, minlv);

Scerest = F * Pcer;

Ccal = C * Scerest;
sep=((sum((C(t,:)-Ccal(t,:)).”2))./1length(t))."(1/2);
set=((sum((C(p,:)-Ccal(p,:))."2))./length(p))."(1/2);






77—

—

El Principito
Antoine de Saint-Exupéry



	ÍNDICE GENERAL
	I. Introducción
	II. Calibración con modelos blandos
	Introducción
	Reacciones acopladas en la determinación polarográfíca
de benzaldehído
	Experimental
	Cuestiones preliminares
	Análisis univariante
	Análisis multivariante


	III. Transferencia de calibrado
	Introducción
	Teoría sobre la transferencia de calibrado
	Métodos que implican la corrección del modelo de
calibrado
	Transferencia de calibrado utilizando un
modelo de calibrado clásico
	Transferencia de calibrado utilizando un
modelo de calibrado inverso
	Transferencia de calibrado global (GCT)

	Métodos que transfomian las nuevas medidas
	Transferencia de calibrado directa (DS)
	Transferencia de calibrado directa a trozos
(PDS)


	Determinación simultánea de Cu, Pb, Cd y Zn mediante
polarografía
	Experimental
	Diseño del experimento
	Análisis univariante
	Análisis multivariante
	Construcción y evaluación de modelos PLS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento PDS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT


	Interferencia de compuestos intermetálicos en determinaciones
por voltamperometría de redisolución
	Experimental. Determinación de Cu, Pb, Cd y Zn
	Diseño del experimento
	Análisis univariante
	Análisis multivariante
	Construcción y evaluación de modelos PLS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento PDS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT


	Solapamiento de señales en medidas polarográfícas
	Experimental. Determinación de Pb, Sn y Cd
	Diseño del experimento
	Análisis multivariante
	Modelos PLS
	Transferencia de calibrado mediante
el procedimiento PDS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT


	Modelado de la línea base en la determinación por
voltamperometría de redisolución de TI y Pb
	Experimental
	Diseño del experimento
	Análisis multivariante
	Modelos PLS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento PDS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT


	Efecto matriz y transferencia de calibrado entre instrumentos
	Experimental. Determinación de Cu y Fe por DPASV
	Diseño del experimento
	Análisis univariante
	Análisis multivariante
	Modelos PLS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento PDS
	Transferencia de calibrado mediante el
procedimiento GCT



	IV Selección de variables mediante un algoritmo genético
	Introducción
	Descripción de algoritmo genético utilizdo
	Selección de variables en la determinación polarográfíca de
benzaldehído
	Selección de variables
	Construcción y evaluación de modelos PLS
	Comparación de resultados

	Selección de variables en determinaciones multianalito
por voltamperometría
	Construcción y evaluación de modelos PLS
	Aspectos cualitativos relacionados con la
selección de variables


	V Conclusiones
	VI Bibliografía
	VII Apéndices

