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1. OBJETIVOS 
 
Una de las principales preocupaciones de la Química Analítica actual es 

el desarrollo de métodos de análisis que sean medioambientalmente 
sostenibles. Procedimientos que, sin sacrificar características analíticas 
como precisión y exactitud, reduzcan la cantidad de residuos generados en 
los laboratorios, para que de esta forma puedan aplicarse como análisis de 
rutina en el control de calidad, para los que otras características como 
rapidez y consumo de reactivos son tan importantes como las anteriores. 
Estos métodos analíticos que disminuyen, o incluso eliminan, la cantidad 
de residuos generados proporcionan una serie de ventajas como son un 
ahorro en el coste de reactivos, una mejora de las condiciones de 
seguridad e higiene en el trabajo y una reducción en los costes de gestión 
y tratamiento de los residuos. 

 
Esta Tesis Doctoral se enmarca dentro del proyecto de investigación 

“Análisis cuantitativo, ambientalmente sostenible, por espectrometría 
vibracional” financiado por la Oficina de Ciència i Tecnologia de la 
Generalitat Valenciana, y persigue los siguientes objetivos específicos: 

 
- El desarrollo de herramientas analíticas basadas en el empleo 

de técnicas vibracionales que permitan el control de productos 
manufacturados con diferentes características físico-químicas 
(composición, concentración y naturaleza de sustancia activa, tipo 
de presentación,…). Las muestras analizadas durante la realización 
de esta Tesis Doctoral se pueden dividir en dos grupos: el primero 
esta formado por pesticidas comerciales, en los que el ingrediente 
activo esta en concentraciones del orden de porcentaje, mientras 
que el segundo agrupa muestras alimentarias, como edulcorantes 
de mesa, néctar de fruta y bebidas energéticas, en los que los 
analitos están presentes en concentraciones tanto a niveles de 
porcentaje como en partes por millón. 
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- Diseño y puesta a punto de procedimientos sencillos basados 
en medidas directas y no destructivas de muestras sólidas, 
eliminando así por completo el uso de disolventes y reactivos y 
minimizando el tratamiento previo de la muestra que, por otra parte 
puede ser almacenada para posteriores análisis o comprobaciones. 

 
- Cuando el análisis directo no sea viable, se buscará la reducción 

de la cantidad de disolventes utilizados en el proceso de 
extracción del analito así como el empleo de disolventes menos 
tóxicos. Se evaluará la posibilidad del empleo de disolventes no 
halogenados para medidas de transmisión en el infrarrojo medio, 
para reducir de esta forma la toxicidad y el efecto sobre el medio 
ambiente de este tipo de disolventes. De la misma forma se 
desarrollarán métodos automatizados basados en medidas en línea 
(flow injection analysis, FIA), pudiendo incluir también etapas de 
preparación de la muestra y/o extracción de los analitos, de modo 
que se favorezca la reducción del consumo de disolventes y a la 
vez se minimice el contacto del operador con sustancias tóxicas. 

 
- Mejorar la productividad incrementando la frecuencia de 

análisis. 
 

- Así mismo, se desarrollarán procedimientos basados en 
espectrometría vibracional que permitan la determinación 
simultánea de más de un ingrediente activo. 

 
- Demostrar la utilidad de la espectrometría vibracional para la 

monitorización de reacciones donde es necesario un control de 
los parámetros de calidad tanto de las materias primas y de los 
productos finales así como de las etapas intermedias del proceso, 
de forma que se puedan corregir errores prácticamente en tiempo 
real minimizando las pérdidas económicas.  
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En definitiva, el propósito de esta Tesis es demostrar las ventajas y, por 
tanto, la utilidad de la espectrometría vibracional para realizar el control de 
calidad de productos manufacturados en sectores industriales tan 
importantes como son el agroquímico y el alimentario. Con este fin, se han 
desarrollado, validado y evaluado, en términos de exactitud, precisión y 
limites de detección y/o cuantificación, métodos de análisis basados en el 
empleo de técnicas vibracionales (espectrometría infrarroja, en la región 
próxima y media, y Raman) utilizando, en cada caso, diferentes modos de 
medida (transmisión, reflectancia total atenuada, reflectancia difusa, 
espectroscopia fotoacústica y back scattering). 
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2. INTRODUCCIÓN 
Se conoce como espectroscopia vibracional al conjunto de metodologías 

analíticas que dan como resultado espectros que son reflejo de los modos 
de vibración de la muestra y, por tanto, son característicos de su estructura 
molecular. La información presente en dichos espectros puede ser usada 
tanto para el análisis cualitativo (posición de las bandas) como para el 
cuantitativo (intensidad de las mismas). Podemos dividir estas 
metodologías en dos grandes grupos: la espectroscopia infrarroja (IR) y la 
espectroscopia Raman. La diferencia se debe a las distintas reglas de 
selección mecano-cuánticas en que están basadas, ya que para obtener 
un espectro infrarrojo es necesario un cambio en el momento dipolar 
mientras que en el caso de la espectroscopia Raman es necesario un 
cambio en la polarizabilidad de la molécula [Skoog et al., 2003]. 

La absorción IR provoca una transición de la molécula a un nivel 
vibracional excitado y ésta sólo se produce cuando hay un cambio en el 
momento dipolar de la molécula como consecuencia de su vibración. Cabe 
reseñar que las bandas de absorción en la zona del IR cercano (NIR) se 
deben a sobretonos o combinaciones de las bandas vibracionales 
fundamentales que se producen en la región del infrarrojo medio (MIR) 
[Blanco et al., 1998]. Por tanto, la información contenida en un espectro 
NIR será reflejo de la propia de un espectro MIR, pero las bandas suelen 
estar solapadas y ser de menor intensidad que las propias del MIR. Esta 
intensidad será menor cuanto mayor sea el orden del sobretono. 

Por otra parte, para que se produzca actividad Raman, la polarizabilidad 
de un enlace tiene que variar en función de la distancia entre los núcleos 
de los átomos que lo forman. Debido a estos requisitos, los espectros IR y 
Raman no son idénticos, sino complementarios. 
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A) B)
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a) Transición IR  b) Transición Raman  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. A) Principios en los que están basadas la espectrometría de absorción en el IR 
(A) y de emisión Raman (B). 
 
1.1. Evolución histórica de la espectroscopia vibracional 
 

El descubrimiento de la radiación IR tuvo lugar en 1800 cuando W. 
Herschel [Herschel, 1800], un astrónomo inglés de origen alemán, midió la 
temperatura en las distintas regiones del espectro visible, comprobando 
que la temperatura variaba al pasar de la parte azul a la roja. Colocó el 
termómetro un poco más allá, en una región donde no había luz visible, y 
descubrió que la temperatura era todavía más alta, concluyendo que 
existía otro tipo de luz más allá del rojo, a la que llamó radiación infrarroja, 
capaz de proporcionar un mayor calentamiento. 

 
Fue necesario el paso de un siglo hasta que en 1900 W. Coblentz 

construyó un espectrómetro IR con un prisma de roca salina y un detector 
térmico conectado a un galvanómetro. Coblentz descubrió, con ayuda de 
su espectrómetro, que cada compuesto tenía un espectro IR diferente y 
característico y que gracias a esta huella dactilar podía diferenciar unos 
compuestos de otros. 

 
Sin embargo, los primeros equipos comerciales para la obtención de 

espectros en el IR no aparecieron hasta mediados del siglo XX. Pero no 
fue hasta la década de 1980 cuando se introdujeron en el mercado los 
espectrómetros de transformada de Fourier (FT) que amplían en gran 

Luz blanca 

Niveles 
vibracionales 

n=0 

n=1 

Niveles electrónicos 
fundamentales 

Nivel excitado 
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medida las posibilidades de esta técnica. Con los espectrómetros IR 
convencionales dispersivos con monocromador era difícil acceder a la 
región de 10 a 400 cm-1 (IR lejano (FIR)), por eso los primeros 
espectrómetros de transformada de Fourier se diseñaron especialmente 
para esa región. De cualquier modo, este empleo de sistemas 
interferométricos y de transformada de Fourier se ha extendido hoy en día 
a instrumentos que permiten barrer toda la región IR, prácticamente, 
desplazando del mercado, a los espectrofotómetros dispersivos con 
monocromador y redes de difracción. La mayor sensibilidad de los equipos 
FT, la mejor relación señal/ruido, su mejor precisión y exactitud en la 
medida de la frecuencia y su mayor velocidad de adquisición, que permite 
la posibilidad de obtener un espectro a partir de la acumulación de un gran 
número de barridos del sistema interferométrico, ha permitido disponer de 
una herramienta analítica que ofrece una importante selectividad y una 
adecuada sensibilidad para la determinación de un gran número de 
analitos en diferentes tipos de muestras. 

 
Por otra parte, el efecto Raman fue descubierto en 1928 por el físico 

hindú C.V. Raman [Raman y Krishnan, 1928]. En un proceso de colisión 
inelástico entre un fotón y moléculas pertenecientes a una muestra, el 
fotón pierde energía al excitar vibraciones típicas de las moléculas. La 
pérdida de energía de los fotones incidentes se analiza con un 
espectrómetro óptico, obteniéndose de este modo un espectro Raman, que 
es único para cada tipo de material y sirve como una "huella digital" para 
identificarlo.  

Este efecto se mantuvo como una curiosidad científica hasta la invención 
de los LASER (“light amplification by stimulated emission of radiation”) 
(fuentes comerciales vendidas a principio de la década de 1970) y los 
detectores de acoplamiento de carga (CCD) de estado sólido 
(desarrollados a finales de la década de 1980 [Wang y McCreery, 1989]). 

En el cronograma de la Figura 2 se indican los principales hitos que han 
constituido al avance y desarrollo de las diferentes técnicas de 
espectrometría vibracional. 
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Figura 2. Cronología de los desarrollos esenciales de la espectrometría 
vibracional. 

1800 

1900 

1910 

1920 

1930 

1940 

1950 

1960 

1990 

1970 

2000 

1980 

Descubrimiento de la radiación 
infrarroja 
(1800  W. Herschel) 

Descubrimiento de la espectroscopia 
Raman  (1928  C.V. Raman) Teoría de la reflectancia difusa 

(1931  Kubelka y Munk)

Primeros espectrómetros IR 
comerciales (1950) 

Acoplamiento GC-IR
(1959  Mitzner y Jacobs) Desarrollo de las fuentes lásers 

(1960) 
Desarrollo de la reflectancia total 
atenuada (1960-61  Harrick y 
Farenfort) 
 
Desarrollo de la Quimiometría (1960-
70) 

Desarrollo de la espectroscopia FT-IR
(1967  Low y Freeman)

Desarrollo SERS (1974  
Fleischmann and col.) 
 
Efecto fotoacústico en sólidos 
(70-80  A. Rosenckwaig y A. Gerso) 

Acoplamiento LC-FTIR (1975  Kizer y 
Mantz) 

Acoplamiento GC-FTIR (1980) 

Acoplamiento FIA-FTIR (1985  Curran y 
Collier  // Morgan, Danielson y Katon)

Desarrollo de la espectroscopia 
FT-Raman 
(1986  Hirschfeld y Chase) 

Desarrollo de los detectores CCD 
Espectroscopia Raman (1989  Y. Wang y 

R.L. McCreery)

1880 

1890 

Descubrimiento de la espectroscopia 
fotoacústica (1880  A.G. Bell)

Obtención de espectros IR de moleculas 
orgánicas (1900  W. Coblentz)

Se obtiene el primer interferograma 
(1911  Rubens y Wood) 

Uso del IR lejano para la 
espectroscopia rotacional 
 (1938  H.M. Randall y F.A. 
Firestone) Obtención de la transformada de Fourier a 

partir de un interferograma
(1949  P. Fellget)

Espectroscopia de reflectancia difusa FTIR
(1978  M.P. Fuller y P.J. Griffiths)
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1.2. Espectroscopia IR en el análisis cuantitativo 
 

La región infrarroja del espectro electromagnético corresponde a la 
radiación con números de onda comprendidos entre 12800 y 10 cm-1. El 
espectro IR se divide en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, 
medio y lejano. El infrarrojo cercano está formado por la radiación con 
números de onda entre 12800 y 4000 cm-1, el infrarrojo medio abarca entre 
los 4000 a 200 cm-1 y finalmente la región comprendida entre 200 y 10 cm-1 
es la conocida como infrarrojo lejano. 

 
A pesar del uso sistemático de la espectrometría IR para el análisis 

cualitativo, su empleo para llevar a cabo determinaciones cuantitativas no 
ha sido tan generalizado como el de otras espectrometrías. Ello se ha 
debido básicamente a limitaciones en términos de sensibilidad y a una falta 
de transparencia en el MIR de los disolventes y materiales habitualmente 
empleados [Cadet y de la Guardia, 2000]. 
 

La espectroscopia IR es una técnica adecuada para el análisis de una 
gran variedad de materiales, desde polvos hasta polímeros, pasando por 
líquidos viscosos, disoluciones acuosas u orgánicas y gases. Existen 
diferentes modos de registrar el espectro en la región IR entre los que 
destacan las medidas de absorción, de reflectancia total atenuada, de 
reflectancia difusa y fotoacústicas. Seleccionar el modo de medida más 
adecuado para la obtención del espectro IR de una determinada muestra 
depende de varios factores entre los que cabe destacar el estado físico de 
la muestra, la información que se está buscando (análisis de superficie, de 
profundidad o multicapas,…), cantidad de muestra necesaria y, por último 
pero no por ello menos importante, del tiempo disponible y coste asumible 
para la obtención de los espectros (preparación de la muestra, reactivos 
necesarios, residuos generados,…) [Hannah, 2002]. 

 
Las ventajas e inconvenientes de la espectroscopia IR en el análisis 

cuantitativo están ligadas, en gran medida, al modo de medida, esto es, de 
obtención del espectro. En este sentido vamos a comentar los 
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fundamentos y principales aplicaciones de los distintos modos de registro 
en el IR. 

 
I. Medidas de transmisión 

 
El principio en el que se basa el análisis cuantitativo utilizando 

medidas de transmisión en la región IR es que la absorción de 
radiación por parte de la muestra está directamente relacionada con la 
concentración de los constituyentes de ésta. Esta relación viene 
marcada por la ley de Lambert-Beer y puede describirse como: 

A = ε b c   Ec. 1 
donde A es la absorbancia, ε el coeficiente de extinción molar a una 
determinada frecuencia o número de onda, b el paso óptico de la celda 
o camino recorrido por el haz de radiación dentro de la muestra y c la 
concentración en la que se encuentra presente el analito. 
 

Por tanto, una de las características necesarias que este tipo de 
medidas deben cumplir, para poder llevar a cabo análisis cuantitativos, 
es la obtención de pasos ópticos constantes y reproducibles. Este 
requisito es fácil de conseguir en el caso de análisis de líquidos, 
disoluciones y gases contenidos en el interior de celdas de medida con 
pasos ópticos constantes, pero no es tan sencillo en el caso de sólidos 
o películas delgadas.  

 
La obtención del espectro MIR de muestras líquidas o en disolución 

tiene ciertas limitaciones como son la utilización de celdas especiales 
para líquidos (con pasos ópticos, por lo general, del orden de 1 mm o 
fracciones del mismo), y la selección adecuada del disolvente y del 
material empleado en las ventanas de la celda de medida. En la Figura 
3, se indican los disolventes más comunes utilizados en los estudios 
espectroscópicos en la región MIR, detallando el intervalo en el que 
ofrecen una transparencia adecuada para permitir su empleo. Es 
evidente que no existe un compuesto que sea transparente en todo el 
intervalo MIR y para seleccionar el más adecuado hay que tener en 
cuenta otras características propias del disolvente, como son su 
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Disulfuro de carbono

Tetracloruro de carbono

Tetracloroetileno

Cloroformo

Dimetilformamida

Dioxano

Ciclohexano

Benceno

   5000     2500    1667      1250    1000     833      714       625 

toxicidad o su temperatura de ebullición, así como la compatibilidad con 
los otros elementos utilizados para la obtención del espectro, como es 
el caso del material de las celdas de medida. Los disolventes más 
empleados, por su relativa baja absorción en el MIR, son el 
diclorometano (CH2Cl2), el cloroformo (CHCl3), el tetracloruro de 
carbono (CCl4) y otros organohalogenados. Todos estos disolventes se 
caracterizan por ser tóxicos y dañinos para la capa de ozono, además 
de ser muy volátiles, con puntos de ebullición entre 40 y 76 ºC [Merck, 
2001], lo que dificulta el trabajo con ellos y supone un impacto negativo 
no sólo para el personal del laboratorio que los maneja sino también 
sobre el medio ambiente [ONU, 1999].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Transparencia de los disolventes habitualmente utilizados en la región 
del infrarrojo medio. Las líneas horizontales indican las regiones utiles. 

 
 

Por otra parte, el agua y los alcoholes son menos utilizados debido 
a su intensa absorción en esta región del espectro electromagnético 
(falta de transparencia), que hace que para trabajar con disoluciones 
acuosas y/o alcohólicas sea necesario reducir el paso óptico de la 
celda de medida hasta un espesor de unas pocas micras (<25 µm) 
[Lendl et al., 1997]. Otro problema de las disoluciones acuosas es que 
atacan a los haluros de metales alcalinos, que son los materiales más 

Número de onda (cm-1) 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

13 

utilizados en la construcción de las ventanas de las cubetas, por lo que 
se requiere el empleo de otros materiales como el BaF2, CaF2 o ZnSe 
(entre otros). 

 
Para obtener el espectro MIR de una sustancia en fase sólida, es 

necesaria la dispersión de ésta en una matriz líquida o sólida [Hannah, 
2002]. En esta técnica el sólido debe estar finamente pulverizado, 
hasta conseguir que el tamaño de partícula sea menor que la longitud 
de onda de la radiación, evitando así la dispersión de ésta. Una de las 
formas más populares de manipulación de muestras sólidas es la 
dispersión en pastillas de KBr, aunque presenta la dificultad de la 
preparación de las muestras y la necesidad de añadir un patrón interno 
a la mezcla muestra/KBr para poder cuantificar el analito como 
consecuencia de la no obtención de pasos ópticos (espesores de 
pastilla) constantes y/o reproducibles. El espesor de la pastilla de KBr 
no debe ser muy grande para evitar el efecto de la dispersión de la 
radiación que provocará un desplazamiento de la línea base. 
 

Para la obtención de espectros de sustancias gaseosas o fácilmente 
volátiles se usan celdas especiales con un paso óptico que varía entre 
unos centímetros y varios metros, los pasos ópticos largos se obtienen 
recubriendo la superficie de la celda con un material reflectante y 
empleando el paso múltiple de la radiación a través de la celda. 
 

Por otra parte, los espectros de absorción del NIR para muestras 
líquidas se obtienen de forma similar a los de la región del ultravioleta y 
del visible (UV/vis), es decir, utilizando cubetas de cuarzo o vidrio 
óptico con una longitud variable entre 0.1 y varios centímetros, siendo 
lo más habitual el trabajo con celdas de 1 cm. Los disolventes más 
utilizados en esta región, como puede verse en la Figura 4, son 
aquellos que no contienen grupos O-H y N-H, estos enlaces presentan 
gran absorción en el NIR. Debido a que las bandas de absorción en la 
zona del infrarrojo próximo son sobretonos o bandas de combinación, 
sus absortividades molares son pequeñas y, en consecuencia, los 
límites de detección que pueden obtenerse son más grandes que los 
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Disulfuro de carbono 

Tetracloruro de carbono 

Clorure de metileno 

Benceno 

Dioxano 

Acetonitrilo 

Dimetilsulfóxido 

Heptano 

             1.0    1.2    1.4    1.6    1.8    2.0    2.2    2.4     2.6    2.8    3.0 

Longitud de onda (µm) 

equivalentes en la región MIR a pesar de trabajar con pasos ópticos 
mayores. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Transparencia de los disolventes habitualmente utilizados en la región del 
infrarrojo cercano. Las líneas continuas indican una transparencia satisfactoria para 
emplearlos con cubetas de 1 cm. 

 
Uno de los problemas que se presenta en el registro de transmisión 

del espectro de una muestra líquida o en disolución, particularmente 
acuosa, en esta región del NIR es que las medidas son bastante 
sensibles a la temperatura, por lo que se hace necesario introducir la 
celda en un recipiente termostatizado, para evitar cambios espectrales 
debidos a variaciones de la temperatura y calentamientos en la 
muestra [Ozaki y Berry, 2002]. 

 
El espectro de transmisión NIR de una muestra sólida, en forma de 

polvo o partículas de mayor o menor tamaño, también se puede 
obtener introduciendo ésta en una celda de paso óptico constante. 
Debido a la influencia de parámetros físicos (tamaño y forma de las 
partículas y estado de la superficie) en el espectro NIR, es importante 
obtener un tamaño de partícula homogéneo, por lo que es necesario un 
tratamiento previo de la muestra. 
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Recientemente se han desarrollado instrumentos para la obtención 
de espectros de transmitancia en el NIR de pastillas o tabletas sólidas 
sin la necesidad de manipulación previa [Corti et al., 1999]. En este 
caso, no se puede decir que se cumpla estrictamente la ley de Beer, ya 
que por efecto de la dispersión una parte importante de la radiación 
puede sufrir reflectancia difusa (que no cumple la ley de Beer). Aunque 
este efecto está presente, los instrumentos empleados para medidas 
de transmisión directamente sobre muestras sólidas están diseñados 
para minimizar la componente de reflectancia difusa y que la señal 
analítica dependa fundamentalmente de la absorbancia producida por 
la muestra.  

 
II. Medidas de reflectancia total atenuada 

 
La espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR), 

desarrollada de forma independiente por Harrick [Harrick, 1960] y 
Farenfort [Farenfort, 1961], es un tipo de espectroscopia de reflexión en 
la cual la muestra se coloca en contacto con un elemento de reflexión 
interna (IRE) con un alto índice de refracción. La radiación IR se enfoca 
y se hace incidir sobre uno de los extremos del borde del IRE, de modo 
que el haz se transmite a través y mediante reflexión en las caras 
internas del IRE, hasta que sale por el otro extremo de éste y se dirige 
a un detector apropiado. Aunque la reflexión interna tiene lugar en la 
interfase entre la muestra y el IRE, la radiación penetra una pequeña 
distancia en la muestra dp, pudiendo ser absorbida por ella (ondas 
evanescentes). El grado de penetración de la onda evanescente en la 
muestra depende de una serie de parámetros, entre ellos la longitud de 
onda de la radiación (λ), el ángulo de incidencia de ésta (θ) y de los 
índices de refracción del material del IRE (n1) y de la muestra (n2) 
[Mirabella, 2002]. 

 
Ec. 2   

 
 

=dp
2

1

22
 1

n
n

-  θ  sinn 2π

λ



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

16 

En el caso de que la muestra absorba radiación, la onda incidente 
se atenuará y su reflectancia podrá expresarse de la siguiente forma: 
 

R = 1 – αde        Ec. 3 
donde de es el espesor de capa efectivo y α el coeficiente de 

absorción de la capa. La pérdida energética en la radiación se conoce 
como reflectancia total atenuada. Para múltiples reflexiones (N), la 
reflectancia total se expresa como: 
 

RN = (1 – αde)N      Ec. 4 
El espesor de capa efectivo es una medida de la longitud de la 

interacción de la radiación con la muestra y se define como la longitud 
necesaria en medidas de transmisión para obtener la misma 
absorbancia que la obtenida con una única reflexión en el límite de fase 
de un medio. 

de = a / α       Ec. 5 
donde el parámetro de absorción a se define como la pérdida de 
intensidad por reflexión: 

a = (100- R) %      Ec. 6 
Por tanto, son varios los factores que van a influir en las medidas 

por reflectancia total atenuada: 
La longitud de onda de la radiación infrarroja afecta a la profundidad 

en que ésta penetra en la muestra, de forma que se obtiene una mayor 
penetración a medida que aumenta la longitud de onda. Este efecto 
puede ser corregido mediante funciones matemáticas llamadas 
correcciones ATR. 

El ángulo de incidencia, que se refiere al ángulo con el cual se 
refleja la radiación IR dentro del cristal por primera vez. Los ángulos de 
incidencia utilizados habitualmente son de 40º, 45º ó 60º (al 
incrementar el ángulo de incidencia se aumenta la distancia de 
penetración pero se reduce el número de reflexiones disminuyendo de 
forma global la sensibilidad de las medidas). 

El número total de reflexiones, que puede aumentarse utilizando un 
cristal más delgado o largo [Smith, 1979]. Este número total de 
reflexiones (N) puede calcularse a partir de la expresión: 
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N= αcot
t
L

      Ec. 7 

 

donde L es la longitud del IRE, t el espesor, α el ángulo de 
incidencia. Al aumentar el número de reflexiones se consigue un 
aumento en la sensibilidad de la medida, pero también una mayor 
señal del disolvente. Además se produce una disminución de la señal 
del haz de radiación, con lo que aumenta el ruido de fondo. 

Un contacto efectivo entre la muestra y el cristal. En el caso de 
líquidos esto es fácil de conseguir, pero cuando se trabaja con sólidos 
es necesario realizar una presión para conseguir un buen contacto 
entre ambos materiales [Smith, 1996]. En este último caso tiene 
también mucha importancia el tamaño de partícula. 

 
Las mayores ventajas que aporta la espectroscopia de reflectancia 

total atenuada es la posibilidad de obtener espectros en la región MIR 
de disoluciones que absorban fuertemente, como es el caso de las 
acuosas. Estos registros, que equivalen a los que se obtendrían 
utilizando celdas de transmisión con pasos ópticos del orden de micras, 
son posibles debido a la pequeña penetración de la radiación en la 
muestra. La reproducibilidad de las medidas es posible debido a la 
propiedad que tienen los espectros de ser independientes del espesor 
de la muestra siempre que éste sea superior al espesor de capa 
efectivo. 

 
En cuanto a la geometría de los accesorios ATR cabe destacar los 

diferentes diseños de las celdas de medida [Hind et al., 2001]. La más 
ampliamente utilizada es el accesorio en posición horizontal, que como 
puede verse en la Figura 5, consiste en colocar el IRE de forma 
horizontal dejando una pequeña depresión en la parte superior para 
colocar la muestra en estudio. 
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Espejos 

Elemento de reflexión interna 
(IRE)

Compartimiento de muestra 

Radiación incidente (I) Radiación reflejada (R) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Diagrama esquemático de una típica celda ATR horizontal. 
 
 

Las razones de ser la geometría más empleada las encontramos en 
su asequible precio y disponibilidad. Son celdas relativamente simples 
en diseño, fáciles de usar y mantener, con una limpieza sencilla y 
elevada robustez. Otra ventaja de las celdas horizontales es la facilidad 
para convertirse en celdas de flujo. 
 

Otra geometría habitualmente usada es el diseño en forma de 
cámara, ya sea en posición horizontal o vertical. El diseño de ambas 
celdas está basado en la ubicación del IRE en el interior de una cámara 
que lo rodea. Un diseño habitual es el mostrado en la Figura 6, el cual 
utiliza un cilindro horizontal. Una ventaja de este tipo de celdas 
horizontales es la facilidad de acoplarlos a un sistema FIA, sin 
embargo, las desventajas que presentan son la dificultad de limpieza y 
la imposibilidad de obtener una buena reproducibilidad en soluciones 
con partículas en suspensión. 

 
Otro tipo de accesorios, mucho menos utilizados que los anteriores, 

son las llamadas sondas de inmersión. Ésto es debido a que su diseño 
sólo permite una o dos reflexiones, lo que limita enormemente la 
sensibilidad que pueda obtenerse en comparación con los diseños 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

19 

Compartimento de muestra 

IRE 

Espejos 

I R 

 

IRE 

a) 

Compartimento de muestra 

I 

R 

comentados anteriormente. La limpieza de estas sondas es también 
sencilla y son particularmente útiles en procesos industriales on-line o 
at-line, donde se requiere una medida y limpieza rápida. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Diagrama esquemático de una típica celda ATR en forma de cámara con el 
IRE en posición a) horizontal y b) vertical. 
 
 

En lo que respecta a los materiales comercializados para ser 
utilizados como IREs hay que destacar la gran variedad que 
actualmente existe en el mercado. Los más comunes son el seleniuro 
de zinc, el germanio, el sulfuro de zinc, el silicio y el diamante 
[Fitzpatrick y Reffner, 2002]. Para elegir el material IRE más adecuado 
se han de tener en cuenta diferentes factores, entre ellos el intervalo 
espectral de interés, la compatibilidad del sistema IRE/analito de 
interés, la naturaleza del disolvente que se va a emplear, el pH del 
sistema, las propiedades físicas y químicas del IRE y su coste de 
adquisición. En la Tabla 1 se indican las propiedades de los materiales 
mas utilizados como IRE [Thermo Spectra-Tech, 2001]. 
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Tabla 1. Características físico-químicas de los materiales utilizados habitualmente 
como IREs. 

 

Material 
IRE n Dureza 

(Knoop) 
Densidad 
(g/cm3) 

Punto de 
fusión (ºC) 

Rango de 
transmisión (cm-1) Comentarios 

AMTIR 2.5 170 4.40 300 11000-1000 

Relativamente 
duro y frágil. 
Resistente a ác. 
Atacado por bases 
fuertes. 

CdTe 2.7 56 6.20 1040 10000-500 

Muy frágil. Atacado 
por oxidantes y ác. 
Poco soluble en 
ác. 

Diamante 2.4 7000 3.5 3500 4500-2500 
1667-33 

Muy duro. 
Resistente a la 
corrosión y a P 
elevadas. Atacado 
por el Cr2O7

2- y 
H2SO4. 

Ge 4.0 550 5.32 936 5000-900 

Duro, frágil. 
Pérdidas por 
reflexión. Atacado 
por H2SO4 caliente 
y agua regia. 

Cuarzo 1.4 174 2.6 1610 25000-2200 
250-FIR 

Usado en el UV-vis 
y NIR. Atacado por 
HF. 

Zafiro 1.7 1370 4.00 2030 33000-2800 
Muy duro e inerte. 
Atacado por ác. 
conc. y bases. 

Si 3.4 1150 2.33 1420 9500-1500 
350-FIR 

Duro, frágil. 
Resistente a 
golpes térmicos y 
mecánicos. 
Atacado por HF y 
HNO3. 

KRS-5 2.4 40 7.45 415 14000-400 

Deformable a P 
elevada.Tóxico. 
Soluble en bases. 
Atacado por 
agentes 
complejantes. 

ZnSe 2.4 137 5.27 1520 20000-700 

Duro. Fácilmente 
rompible. Bajas 
pérdidas por 
reflexión. Atacado 
por ác. y bases 
fuertes. Tóxico. 

ZnS 2.2 178 4.08 1830 14000-1000 

Resistente a 
golpes térmicos y 
mecánicos. 
Atacado por ác. y 
oxidantes fuertes. 

 
n=índice de refracción 
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III. Medidas de reflectancia difusa 
 

La reflectancia difusa es una forma eficaz de obtener espectros IR 
directamente de un sólido con una mínima preparación de la muestra. 
Es una alternativa a la técnica de preparación de pastillas de KBr para 
la obtención de espectros MIR de polvos o sustancias sólidas con una 
superficie rugosa (papel, carbón, tejidos (tela),…). 

 
 El principio en que se basa esta técnica es que cualquier radiación 
enfocada sobre una superficie puede ser, dependiendo de las 
características de la superficie, absorbida, directamente reflejada 
(reflexión especular), internamente reflejada o difundida en todas 
direcciones tras penetrar en alguna molécula y ser absorbida en parte 
por ésta. Este último efecto es la base de la espectroscopia de 
reflectancia difusa [Griffiths y Olinger, 2002]. 

   
La reflectancia difusa, desarrollada por primera vez por Kubelka y 

Munk [Kubelka y Munk, 1931], es la consecuencia de la entrada de 
radiación en una o más partículas de muestra y su difusión en la misma 
en todas direcciones. Este componente de la radiación contiene datos 
relativos a las propiedades de la muestra, sin embargo la reflectancia 
difusa no puede separarse de la reflexión especular, aunque la 
contribución de ésta al espectro final se minimiza controlando la 
posición del detector con respecto a la muestra. Posteriormente, la 
radiación dispersada en todas direcciones junto con la reflejada es 
dirigida hacia el detector [Blanco et al., 1998]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Representación esquemática de la interacción de la radiación infrarroja con 
un sólido para generar un espectro de reflectancia difusa. 

Radiación IR 
incidente 

Reflexión 
especular Reflectancia 

difusa 
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Desde el punto de visto cuantitativo, no existe una relación lineal 
entre la intensidad de las bandas y la concentración de la muestra, y el 
análisis cuantitativo se hace bastante complicado. La ley de Lambert-
Beer, usada normalmente en transmisión, no es directamente aplicable 
para las medidas de reflectancia difusa, sin embargo, se obtiene una 
expresión similar con la utilización de la ecuación de Kubelka-Munk. 
Esta teoría asume que la radiación que incide en un medio dispersante 
sufre simultáneamente un proceso de absorción y dispersión, de forma 
que la radiación reflejada, en el caso de muestras opacas y de espesor 
infinito, puede describirse como: 

 

F=
( )

R2
R1 2

 = 
s
k

      Ec. 8 

 
donde, k es el coeficiente de absorción (2.303*ε*c), s el coeficiente de 
dispersión, R el índice de reflexión definido como espectro de muestra 
en polvo/espectro de dilución de polvo, de forma que si s es constante 
(propiedad intrínseca de un material y que depende solamente del 
tamaño de partícula), a una frecuencia determinada la función de 
Kubelka-Munk depende directamente de la concentración. 
 

Una de las propiedades que deben cumplir las muestras para que se 
le pueda aplicar la Ecuación 8 es tener un grosor semi-infinito, es decir, 
que la distancia de penetración media de la radiación (ya que cada 
fotón recorre un camino distinto) atraviese la suficiente distancia en la 
muestra como para considerarla semi-infinita (en la práctica varios 
milímetros es más que suficiente para satisfacer esta condición) 
[Milosevic y Berets, 2002]. Cuando se cumple esta condición, la 
distancia de penetración , dp, está relacionada con el coeficiente de 
absorción, k, mediante las ecuaciones 9 y 10. 
    dp=1/α    Ec. 9 
donde α es un parámetro que viene definido por: 

    α= )s2+k(k    Ec. 10 
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De forma que la distancia de penetración será mayor cuanto menor 
sea dicho coeficiente, por lo que la sensibilidad aumenta cuando 
disminuye k debido al aumento de la distancia de penetración 
[Milosevic y Berets, 2002]. 

En la práctica, se utiliza la reflectancia relativa que es la relación de 
las intensidades de luz reflejadas por la muestra y por un estándar. Se 
suele utilizar como estándares materiales estables, y con una elevada y 
relativamente constante reflectancia absoluta en la región espectral de 
interés, tales como el teflón, sulfato de bario, óxido de magnesio o 
placas cerámicas de alúmina de alta pureza. 
 Los espectros de reflectancia difusa no son idénticos a los 
espectros de absorción ordinarios. En general, se observan los mismos 
picos pero las intensidades relativas son distintas. El formato final en el 
que se suelen presentar los espectros de reflectancia difusa es % 
reflectancia o bien log 1/R: el porcentaje de reflectancia sería 
equivalente al % de transmitancia y el log de 1/R a la absorbancia. Otra 
forma de expresar los espectros obtenidos es mediante las unidades 
de Kubelka-Munk. Estas unidades eliminan cualquier efecto 
dependiente de la longitud de onda de la radiación incidente [Eilert y 
Wetzel, 2002]. 
 

Las propiedades específicas de un material que afectan a la calidad 
de un espectro de reflectancia difusa son las siguientes [Armaroli et al. 
2004]: 

 
− Índice de refracción de la muestra. Si éste es muy elevado la 

contribución de la reflexión especular será mayor. 
− Tamaño de partícula. Una forma de disminuir la contribución debida 

a la reflexión especular de las partículas de gran tamaño, es triturar  la 
muestra hasta conseguir un tamaño de partícula homogéneo, menor de 
10 µm. Si la muestra presenta una elevada absorción, ésta debe ser 
diluida en un diluyente adecuado (cloruro o bromuro potásico). Por 
norma general, la dilución garantiza una profunda penetración de la 
radiación y una menor reflexión especular de la superficie de la 
muestra, de ese modo se incrementa la contribución al espectro de la 
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parte de la radiación que contiene datos relativos a las propiedades de 
la muestra, aumentando, de esta forma, la sensibilidad. 

− Grado de compactación. 
− Homogeneidad. Asegurando la homogeneidad de las muestras se 

consigue una mejor linealidad entre la señal y la concentración. 
− Concentración. Una concentración elevada de analito provocará 

una mayor reflexión especular. 
− Coeficiente de absorción. 

 
Debido a las características intrínsecas de este modo de medida, 

las ventajas que ofrece la reflectancia difusa son las siguientes: 
- tratamiento previo de la muestra inexistente o mínimo, 
- capacidad para analizar muestras no transparentes y/o 

heterogéneas, 
- se evita el empleo de reactivos y/o disolventes y se minimiza la 

generación de residuos, 
- y, por último, es un método no destructivo, de forma que la 

muestra puede conservarse para posteriores análisis. 
 

Los principales inconvenientes que presenta esta técnica de la 
reflectancia difusa es la dificultad de calibración, debido principalmente 
a que propiedades físicas de la muestra, como por ejemplo el tamaño 
de partícula, afectan enormemente al espectro registrado, siendo 
necesario el empleo de métodos multivariantes de calibración para 
llevar a cabo determinaciones cuantitativas. Esta desventaja ha sido 
subsanada gracias a los grandes avances producidos en la 
Quimiometría en las últimas décadas [Blanco et al., 1998].  

 
A pesar de los inconvenientes citados y al mayor peso de sus 

ventajas, la espectroscopia de reflectancia difusa se ha convertido en 
una de las herramientas más importantes para la determinación 
cuantitativa de muestras sólidas, sobre todo en sectores industriales 
tan importantes como el farmacéutico [Blanco et al., 1998]. 
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IV. Espectroscopia fotoacústica 
 
La espectroscopia fotoacústica u optoacústica (PAS), se desarrolló 

a principios de la década de 1970 y proporciona un medio válido para 
obtener espectros en la región ultravioleta, visible e infrarrojo de 
sólidos, semisólidos y líquidos turbios sin la necesidad de realizar un 
tratamiento previo de éstos. 

 
La espectroscopia PAS se basa en el efecto de absorción de 

radiación que fue investigado por A.G. Bell en 1881 [Bell, 1881]. Este 
efecto se observa cuando un gas, que se encuentra cerrado en el 
interior de una cámara, es irradiado con un haz de radiación 
intermitente de una longitud de onda tal que es absorbido por el gas. 
La radiación absorbida por el gas provoca calentamientos que causan 
cambios regulares en la presión en el interior de la cámara. Dichos 
cambios de presión pueden detectarse con un micrófono sensible 
[Michaelian, 2003]. 

 
En el caso de sólidos tenemos un efecto similar al comentado para 

gases [Rosencwaig et al., 1976], es decir, la relajación no radiante del 
sólido absorbente provoca un flujo de calor periódico desde el sólido 
hacia el gas que le rodea (que no debe ser absorbente de la radiacion, 
por lo que suele utilizarse nitrógeno o helio); las fluctuaciones de 
presión resultantes en el gas son detectadas en el micrófono. Las 
ondas térmicas, que se propagan hacia la superficie de la muestra, 
decaen rápidamente. Por tanto, esta disminución limita la profundidad 
en la cual la generación de señal tiene lugar. Esta profundidad, L, 
disminuye cuando aumenta la frecuencia de modulación, f: 

 

L = 
f

D
π

   Ec. 11 

 
donde D es la difusividad térmica de la muestra. Por tanto, la 
profundidad L puede variarse ajustando la frecuencia de modulación. 
Esta propiedad la hace muy útil para estudios de materiales 
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heterogéneos, donde variando la frecuencia de modulación es posible 
detectar variaciones en la composición de la muestra en función de la 
profundidad de la medida [McClelland et al., 2002]. Además del citado 
efecto de decaimiento de las ondas térmicas, también encontramos 
otro efecto significativo como es la reflexión en la superficie de la 
muestra hacia el interior. Este efecto provoca una disminución de la 
relación señal/ruido.  
 
 El rango espectral de un detector fotoacústico depende solamente 
de la transparencia del material utilizado en la ventana de la cámara de 
muestra. Habitualmente, se utilizan ventanas de KBr (región UV-MIR), 
cuarzo (UV-NIR), CsI (UV-200 cm-1), ZnSe (NIR y MIR hasta 560 cm-1) 
y polietileno (FIR).  
 

En los estudios fotoacústicos, la muestra sólida o líquida se coloca 
en un receptáculo de unos pocos mm de diámetro, dentro de una 
cámara cerrada, que se purga con helio o cualquier otro gas no 
absorbente, y un micrófono sensible que actúa como detector (el helio 
aumenta la sensibilidad en un factor de 2 a 3, permite operar con 
frecuencias más elevadas y elimina las interferencias de dióxido de 
carbono y vapor de agua presentes en el aire normal).  
 

La forma más habitual de expresar los espectros obtenidos 
mediante este modo de medida es utilizar unidades fotoacústicas 
(PAS). Los espectros son normalizados frente al espectro de un 
material negro absorbente (normalmente carbon black powder, glassy 
carbon, grafito o carbon-black filled rubber) para corregir posibles 
variaciones de la fuente, la óptica o la respuesta del detector. Dichos 
valores a una frecuencia determinada vienen definidos por la ecuación:  
 

PAS = 100(IS/IB)   Ec. 12 
 

donde IS es la intensidad de energía emitida en forma de ondas 
térmicas por la muestra y IB corresponde a la intensidad de energía 
emitida por el material de referencia. Numéricamente este valor es 
idéntico al % de transmitancia [Termo Nicolet Corp., 2002]. 
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Figura 8. Mecanismos de generación de un espectro FTIR-PAS de una muestra 
sólida. 
 

 
La característica más relevante de esta metodología es que la 

radiación reflejada o dispersada por la muestra no tiene ningún efecto 
en el micrófono y por tanto no interfiere. 

 
Se pueden obtener espectros fotoacústicos en la región MIR 

empleando diferentes modos de medida en función de la incidencia de 
la radiación IR sobre la muestra y la posición relativa de esta última 
respecto de la cámara de gas y el micrófono: absorbancia fotoacústica, 
reflectancia difusa y transmitancia (Figura 9).  
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Figura 9. Diferentes modos de medida empleados habitualmente para obtener 
espectros fotoacústicos. 
 

Los accesorios para obtener los espectros de reflectancia difusa y 
transmitancia mediante medidas fotoacústicas están dotados de 
superficies recubiertas con material absorbente (black absorber), 
donde la radiación reflejada o transmitida, respectivamente, es 
absorbida y se genera, de esta forma, la señal fotoacústica. La 
distancia entre la muestra y la superficie absorbente debe ser muy 
pequeña para que la generación fotoacústica sea eficiente. Por el 
contrario, el accesorio de absorbancia fotoacústica se basa en la 
generación de señal convencional proveniente directamente de la 
muestra. De esta forma se puede obtener el espectro que mejor se 
ajuste a las características del analito que se pretende analizar [MTEC, 
2005].  
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1.3. Espectroscopia Raman en el análisis cuantitativo 
 

El principio en el que se basa la espectroscopia Raman consiste en 
irradiar una sustancia con una fuente monocromática generada por un 
láser y registrar el espectro de la radiación dispersada a un cierto ángulo 
(generalmente a 90 ó 180 grados). La radiación dispersada puede ser de 
tres tipos, que se denominan Stokes, anti-Stokes y Rayleigh. Esta última, 
la más intensa, coincide en longitud de onda con la de la fuente de 
excitación y no debe incidir sobre el detector.  

En los espectros Raman la abscisa corresponde al desplazamiento de 
los números de onda, que se define como la diferencia de energia 
expresada como números de onda, entre la radiación observada y la de la 
fuente de emisión [Bell et al., 2002].  

Cabe destacar que las líneas Stokes se encuentran a números de onda 
inferiores respecto al pico Rayleigh, mientras que los picos anti-Stokes 
aparecen a números de onda superiores al de la fuente. Las líneas anti-
Stokes suelen ser menos intensas que las correspondientes líneas Stokes, 
es por ello que sólo se utiliza la parte Stokes del espectro.  

Hasta principios de la década de 1980, los espectrómetros Raman 
tenían diseños semejantes a los instrumentos dispersivos UV/vis clásicos, 
es decir, sistemas de doble red de difracción para minimizar la radiación no 
deseable y fotomultiplicadores como sistema de detección. Los 
espectrómetros Raman dispersivos emplean habitualmente como fuente 
de radiación un láser con longitud de onda entre 782-830 (láser de diodos) 
y 514.5-488.0 nm (láser argón). Una ventaja de los láseres de longitud de 
onda corta (región visible) es el aumento de la señal Raman, debido a que 
la eficiencia de la dispersión Raman es proporcional a 1/λ4, así que el 
aumento de la eficiencia será mayor a medida que la longitud de onda sea 
menor. Sin embargo, es común en este tipo de instrumentos la aparición 
de interferencias debidas a la fluorescencia de algún componente de la 
muestra en los espectros Raman. La fluorescencia es el proceso por el 
cual una molécula irradiada emite un fotón desde el estado singulete 
excitado hasta el estado singulete fundamental, de forma que cuanto 
mayor sea la energía del láser (menor longitud de onda), mayor será la 
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probabilidad de que tenga lugar el fenómeno de la fluorescencia, que 
oculta la señal Raman. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10. Representación esquemática de un espectro Raman excitado con láser de argón 
(λ=514.5 nm). 

 
En la actualidad los equipos Raman comerciales pueden dividirse en 

dos categorías: FT-Raman o instrumentos multicanal con dispositivos de 
acoplamiento de carga (CCD). Los dispositivos con detectores CCD son 
sensibles a la radiación de 782 nm producida por láseres de diodo, que 
provocan la excitación Raman de muchos compuestos sin generar una 
fluorescencia apreciable. Por otro lado, la espectrometría Raman por 
transformada de Fourier evita los problemas presentes en los equipos 
dispersivos, eliminando la fluorescencia de fondo y haciendo posible el uso 
de una fuente láser mucho menos intensa, como la del láser de 
Neodimium:Yttrium Aluminum Garnet (Nd:YAG) que emite radiación sólo 
en el IR cercano a 1064 nm. Esta radiación no es lo suficientemente 
energética como para producir la excitación electrónica de la mayoría de 
las moléculas impidiendo así la fluorescencia.  
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Las mayores ventajas que presenta la espectroscopia Raman son las 
siguientes: 

- No se requiere un tratamiento previo de la muestra, ya que 
puede ser irradiada directamente por la fuente láser. 

- Muestras húmedas e incluso disoluciones acuosas pueden ser 
analizadas. 

- El espectro Raman puede ser obtenido a través de plástico 
[Skoulika y Geourgiou, 2003] o vidrio [Nordon et al., 2005], facilitando el 
análisis de las muestras directamente en el interior de su envase. 

- Se pueden acoplar fibras ópticas de vidrio para análisis a 
distancia. 

- Las bandas Raman son usualmente más estrechas que las 
obtenidas en el IR, existiendo de este modo menos solapamientos 
espectrales. 

 
Sin embargo, el mayor inconveniente que presenta la espectroscopia 

Raman, además del efecto mencionado anteriormente de la fluorescencia, 
es la baja sensibilidad, incluso menor que la obtenida en espectroscopia 
IR. Con el fin de aumentar la sensibilidad de esta técnica, se desarrolló la 
espectroscopia Raman de superficie aumentada (SERS) [Fleischmann et 
al., 1974], donde la muestra es adsorbida por la superficie de partículas 
metálicas coloidales o bien sobre superficies rugosas de dichos metales. 
La sensibilidad aumenta de esta forma, entre 3 y 6 órdenes de magnitud, 
aunque posteriores estudios han conseguido mejoras en la sensibilidad 
con factores de 1013 a 1015 [Zeisel et al., 1998]. Existen diferentes técnicas 
de manipulación de la muestra en la espectroscopia SERS. En una de 
ellas, se suspenden partículas de oro o plata coloidal en una disolución de 
la muestra (normalmente acuosa) y se hace fluir a través de un tubo fino 
de vidrio que es irradiado por el láser. Otro de los métodos está basado en 
el depósito de una delgada película de partículas metálicas coloidales 
sobre una placa de vidrio al que se le añaden unas gotas de disolución de 
la muestra. Alternativamente, se puede depositar la muestra sobre un 
electródo metálico rugoso, que a continuación se retira de la disolución y 
se expone a la fuente láser. Una desventaja de la espectroscopia SERS es 
que la posición de una molécula con respecto al substrato metálico es muy 
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difícil de controlar y por lo tanto de mantener por lo que las medidas son 
poco reproducibles, dificultando cualquier tratamiento cuantitativo de los 
mismos. 
 
 
1.4. Espectroscopia vibracional en el control de calidad 
 

En las últimas décadas, con la popularización de los instrumentos 
basados en la transformada de Fourier, ha aumentado de forma 
considerable el interés de la industria por el uso de métodos basados en 
espectrometría vibracional para el control de calidad de productos 
manufacturados o materias primas. Unido a este hecho, el tremendo 
desarrollo de la Quimiometría [Geladi, 2003] y de los métodos 
automatizados [Garrigues y de la Guardia, 2002], ha incrementado las 
posibilidades de la espectrometría vibracional para procesar muestras 
relativamente complejas, sin la necesidad de realizar largos tratamientos 
previos, obteniendo unas excelentes frecuencias de análisis y reduciendo 
el consumo tanto de reactivos como de disolventes. 

 
Con el fin de conocer la evolución de la literatura científica relativa al 

análisis cuantitativo mediante espectroscopia infrarroja por transformada 
de Fourier en las regiones del infrarrojo medio (FT-MIR) y próximo (FT-
NIR) la espectroscopia fotoacústica y Raman, se ha considerado el número 
de referencias aparecidas en el Analytical Abstracts desde 1980 hasta el 
año 2005.  

 
Como puede apreciarse en la Figura 11, el 70.0 % de los estudios 

publicados corresponde al empleo de la espectroscopia FTIR, el 14.0% a 
métodos basados en medidas NIR, el 12.6% utilizan la espectroscopia 
Raman y sólo el 3.3% emplean técnicas fotoacústicas.  
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Figura 11. Evolución de la literatura científica que emplea la espectrometría vibracional en 
el análisis cuantitativo: 10808 artículos publicados. Detalle: Distribución de la literatura 
científica en función de la técnica empleada (fuente: Analytical Abstracts: 1980-2005). 

 
Como se ha comentado con anterioridad, el desarrollo de la 

Quimiometría es una de las principales razones para el despegue definitivo 
de los métodos cuantitativos basados en el empleo de técnicas 
vibracionales. Si se comparan la Figura 12 con la anterior puede 
apreciarse un efecto sinérgico entre la evolución de los métodos 
quimiométricos y el aumento de las aplicaciones cuantitativas de la 
espectrometría vibracional. 
 

Las herramientas quimiométricas más empleadas para el análisis de los 
datos obtenidos mediante técnicas vibracionales son el análisis de 
componentes principales (PCA) [Mark, 1989], mínimos cuadrados parciales 
(PLS) [Martens y Naes, 1991] y las redes neuronales (NN) [Haykin, 1999]. 
Estas herramientas han sido utilizadas tanto para la evaluación de la 
composición como para el análisis de las propiedades físicas.  
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Figura 12. Evolución de la literatura publicada basada en estudios quimiométricos 
empleando la espectroscopia vibracional. 

 
 
Gracias a estos avances en el campo de la Quimiometría, el número de 

aplicaciones NIR en los diferentes campos ha crecido enormemente en los 
últimos años [McClure, 1994]. 

 
Por otra parte, las ventajas aportadas por la combinación de análisis en 

flujo con técnicas vibracionales, como son la rápida monitorización del 
rango espectral elegido, posibilidad de análisis simultáneo de varios 
compuestos, reducción de reactivos y disolventes, menor contacto del 
operario con sustancias tóxicas,… hacen que este tipo de sistemas sean 
particularmente útiles para el control de calidad de productos 
manufacturados [Garrigues y de la Guardia, 2002]. 

 
En relación a los diferentes campos de aplicación de los métodos 

vibracionales, en la Figura 13 puede verse claramente que los sectores 
alimentario, industrial-farmacéutico y medioambiental son aquellos en los 
que más ampliamente se han aplicado las técnicas vibracionales como 
métodos para el control de calidad [Olinga y Siesler, 2000]. Este hecho no 
es sorprendente ya que la falta de sensibilidad de estas metodologías las 
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hace apropiadas para este tipo de análisis en los que el analito es un 
componente mayoritario. Por otra parte, la combinación de métodos 
quimiométricos y vibracionales constituye una potente herramienta en la 
determinación simultánea de diferentes parámetros físicos y químicos en 
productos alimentarios [Downey, 1998, Reeves y Zapf, 1998, Wilson y 
Tapp, 1999] o industriales [Estienne et al., 2000, Hidajat y Chong, 2000]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Distribución de la literatura publicada sobre los métodos cuantitativos basados 
en el empleo de técnicas vibracionales en función del campo de aplicación. 
 

 
Recientemente, se ha generalizado el empleo de métodos vibracionales 

en el control de calidad de productos tan ampliamente utilizados como son 
los pesticidas y productos fitosanitarios. Debido a sus características físico-
químicas y a la concentración de la mayoría de ellos en las formulaciones 
comerciales, la espectrometría vibracional es una técnica adecuada para 
su análisis cuantitativo, reduciendo el tiempo de análisis y consumo de 
disolventes en comparación con los métodos convencionales basados en 
separaciones cromatográficas [Armenta et al., 2005]. 

 
En este sentido, los precedentes que existen en la bibliografía del 

análisis de pesticidas en formulados por espectrometría vibracional están 
basados en la medida del área o la altura de una banda de absorción en la 
región del infrarrojo medio (ver Tabla 2) o de una banda de emisión del 
espectro Raman (ver Tabla 3) tras la extracción del principio activo con un 
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disolvente apropiado que, en la mayoría de los casos, es de tipo 
organoclorado o bien la medida directa directa sobre muestras líquidas. 

 
Tabla 2. Artículos publicados en los últimos años basados en determinaciones cuantitativas 
de pesticidas en formulaciones comerciales mediante espectrometría FT-MIR. 

 

Analito LOD % Recuperación % RSD 
 

Frecuencia de 
análisis 

(h-1) 
Disolvente Generación 

de residuos Referencia 

Artemisinin  97.66 0.98  CCl4  Liu et al., 1994 
Carbaril 1.6 µg ml-1   53 CH2Cl2  Gallignani et al., 1993 

Clorpirifos-etil     
TMPa 

Solvesso 100b1 
Solvesso 150b2 

 Almond y Knowles, 
1999 

Clorsulfuron 6 µg g-1  0.3 60 CHCl3  Quintás et al., 2003(a) 
Cipermetrina  90-97   CHCl3  Sharma et al., 1997 
Deltametrina  90-97   CHCl3  Sharma et al., 1997 
Endosulfan 150 µg g-1 101 ± 1 1.4 60 CHCl3 2.7 ml Quintás et al., 2005 
Fenoxicarb 14 µg g-1  0.12  CHCl3  Quintás et al., 2003(b) 
Fenvalerato  93-99   CHCl3  Gupta et al., 1996 
Fluometuron 6.5 µg g-1 99 ± 2 1.6  CHCl3 7 ml Quintás et al., 2002 

Folpet 17 µg g-1 
17 µg g-1 100 ± 1 1.1 

2.0 60 CHCl3 
CHCl3 

2.7 ml Quintás et al., 2003(c) 

Imidacloprid 9 µg g-1 
6 µg g-1  0.3 

0.6 60 CHCl3 
CHCl3 

2.5 ml Quintás et al., 2004(a) 

Malation 12 µg ml-1  0.4  CHCl3 2 ml Quintás et al., 2004(b) 

Metalaxil 16 µg g-1 
16 µg g-1 100 ± 1 1.9 

2.6 60 CHCl3 
CHCl3 

2.7 ml Quintás et al., 2003(c) 

Pirimicarb 13 µg g-1 100 ± 1 0.2 60 CHCl3 2.7 ml Quintás et al., 2005 
Tiram 785 µg  2.5    Cassella et al., 2000 
Ziram 400 µg  6.4    Cassella et al., 2000 
Ziram 55 µg 103 ± 2 6 17   Cassella et al., 2001 

 

a. TMP: Trimetilpentano, b Disolventes aromáticos: 1 contenido de aromaticos > 98% (v/v), 2 

contenido de aromaticos > 99% (v/v). 
 

Tabla 3. Artículos publicados en los últimos años basados en determinaciones cuantitativas 
de pesticidas en formulaciones comerciales mediante espectrometría FT-Raman. 

 

Analito LOD % RSD 
 

Frecuencia de 
análisis 

(h-1) 
Disolvente Referencia 

Clorpirifos-etil    
TMPa 

Solvesso 100b1 
Solvesso 150b2 

Almond y Knowles, 1999 

Diazinon 0.1-0.4 M 0.1-7.8 - xileno Skoulika et al., 2000(a) 
Fention 0.14 - 0.36 M 0.4 - 6.8 - xileno Skoulika et al., 1999 
Malation 1.8 %p/p 4.5 18 CHCl3 Quintás et al., 2003(d) 

Metil-paration  0.1-6.8 - xileno Skoulika y Georgiou, 2000(b) 

Metil-paration 1 ppm 4.1 
1.4  metanol Sato-Berru et al., 2004 

Mepiquat 0.3 %p/p 2.7 40 agua Quintás et al., 2004(c) 

 
 
Como puede apreciarse en dichas tablas, la contribución de nuestro 

grupo de investigación al desarrollo de métodos simples, rápidos y 
medioambientalmente sostenibles para la determinación de ingredientes 
activos en formulaciones comerciales de pesticidas por espectrometría 
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vibracional ha sido considerable. Por otra parte, de los resultados de esta 
revisión bibliográfica se puede afirmar que no existen precedentes de 
determinaciones cuantitativas de pesticidas en formulados comerciales 
empleando técnicas vibracionales y medida directa sobre muestras sólidas, 
sin la necesidad de extraer el principio activo de la matriz mediante 
disolventes. Este tipo de medidas reducirían la manipulación de la muestra, 
el efecto negativo de los disolventes orgánicos sobre el medio ambiente y 
la generación de residuos, además las muestras podrían ser almacenadas 
para posteriores análisis. Estos métodos analíticos directos, sin tratamiento 
previo de las muestras, proporcionan una serie de ventajas como son un 
ahorro en el coste de reactivos, una mejora de las condiciones de 
seguridad e higiene en el trabajo y una reducción en los costes de gestión 
y tratamiento de los residuos. 
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2. RESUMEN 
 
La industria necesita disponer de procedimientos analíticos rápidos y 

fiables para controlar de forma eficiente los productos manufacturados, 
métodos que permitan la obtención de resultados de forma más rápida y 
económica, reduciendo la manipulación de la muestra, el consumo de 
reactivos y la generación de residuos, minimizando, de esta forma, el 
impacto negativo sobre el medioambiente. La mayoría de los Métodos 
Oficiales empleados habitualmente en el control de calidad de productos 
manufacturados están basados en separaciones cromatográficas. Estos 
procedimientos implican un elevado consumo de disolvente y una gran 
generación de residuos, así como una dilución previa de aquellas muestras 
en las que el analito se encuentra a niveles de porcentaje, implicando 
también un incremento del tiempo de análisis. En este sentido, la presente 
Tesis Doctoral propone diferentes aplicaciones de la espectrometría 
vibracional para el control de calidad de muestras comerciales de distintos 
sectores industriales (pesticidas y productos fitosanitarios, suplementos 
alimenticios o bebidas), como alternativa al uso de procedimientos 
cromatográficos. 

 
Los productos analizados durante este trabajo presentan características 

físico-químicas muy diferentes: distinta composición, niveles de 
concentración de sustancia activa, tamaño de partícula, presentación del 
producto final,…  

Con la intención de generalizar el uso de la espectrometría vibracional 
como herramienta analítica para el control de calidad en la industria se han 
propuesto métodos basados en diferentes modos de medida en los que se 
busca la reducción del tiempo de análisis, eliminación o reducción del 
consumo de reactivos y la generación de residuos y la facilidad para poder 
llevar a cabo una automatización. Estos modos de medida han sido 
seleccionados en función de sus propiedades intrínsecas y de las 
características físico-químicas de las muestras analizadas. En este sentido 
podemos dividir esta memoria de Tesis en los siguientes apartados: 
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a. Medidas de transmisión 
b. Medidas de reflectancia total atenuada 
c. Medidas de reflectancia difusa 
d. Medidas fotoacústicas en el infrarrojo medio 
e. Medidas de emisión Raman 

 
3.a Medidas de transmisión 
Los distintos métodos que se han propuesto para la determinación de 

analitos mediante medidas de transmisión pueden clasificarse en dos 
grupos, atendiendo a la manipulación que se requiere realizar sobre la 
muestra: 

- Los basados en medidas directas sobre muestras sólidas empleando 
la técnica de pastillas de KBr en la región MIR. 

- Los que contemplan la extracción del analito con un disolvente 
adecuado y posterior medida del extracto. En este sentido se ha 
considerado la etapa de extracción off-line o en continuo, pudiendo 
realizarse el registro de los espectros en régimen estricto (batch, flujo 
parado) o en flujo continuo.  

En la Tabla 4 se enumeran las aplicaciones que se integran en este 
apartado, indicando sus principales características. 
Tabla 4. Resumen de los diferentes métodos propuestos para la determinación de analitos mediante medidas de 
transmisión en la región del infrarrojo. 
  Analito Comentario 
Medidas directas    

MIR Fase sólida  Mancozeb Pastillas de KBr 
Extracción con disolvente    

MIR    

Determinación individual Batch Buprofezin, Diuron 
Extracción con cloroformo, 
medida del espectro en flujo 
parado 

 On-line Buprofezin, Diuron 
Extracción con cloroformo, 
medida del espectro en 
continuo 

Determinación simultánea Batch Cypermethrin y clorpirifos 
Extracción con cloroformo, 
medida del espectro en flujo 
parado 

 On-line Aspartamo y acesulfamo Extracción secuencial con 
diferentes disolventes 

NIR    

Determinación individual Batch Iprodione 
Extracción con acetonitrilo, 
medida del espectro en flujo 
parado 

 On-line Buprofezin 
Extracción con acetonitrilo, 
medida del espectro en 
continuo 
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La instrumentación utilizada en el caso de las determinaciones 
cuantitativas en el MIR fue un espectrómetro FT-MIR Nicolet Magna 750, 
un Bruker Tensor 27 y un Mattson Research RS1 equipados con un 
detector de sulfato de triglicina deuterada (DTGS) y sulfato de triglicina 
deuterada dopado con lantano (Bruker Tensor 27), un divisor de haz de 
KBr o Ge/KBr (Mattson Research RS1) y una celda de flujo con ventanas 
de seleniuro de zinc (ZnSe) para el caso de medidas en disolución. Para 
aquellos procedimientos que utilizan la región NIR se utilizó un 
espectrómetro FT-NIR Bruker MPA equipado con un detector de arseniuro 
de Indio y Galio (InGaAs), un divisor de haz de cuarzo y una celda del 
mismo material de 5 mm de paso óptico. 

 
Las medidas directas sobre muestras sólidas fueron aplicadas a la 

determinación de mancozeb en formulaciones comerciales. Este pesticida 
sintético, de la familia de los ditiocarbamatos, es insoluble en la mayoría de 
disolventes orgánicos e inorgánicos, de forma que es imposible realizar 
una extracción o disolución sin su destrucción. Por tanto, se hace 
necesario una estrategia de medida en fase sólida. Debido a que con la 
técnica de pastillas de KBr se obtienen espesores de pastilla (esto es, 
pasos ópticos) muy poco reproducibles es necesario emplear un patrón 
interno para realizar análisis cuantitativos. Se han considerado diferentes 
opciones para seleccionar el compuesto que va a ser utilizado como 
estándar interno. La primera de ellas consiste en la adición a la muestra de 
tiocianato potásico para ser utilizado como patrón interno, ya que este 
compuesto presenta un reducido número de bandas de absorción, 
evitando así la interferencia con las propias del analito. En la segunda 
opción se ha considerado la utilización de un compuesto presente en la 
muestra, ferrocianuro férrico, como referencia interna, y el empleo del 
método de adición estándar como estrategia de calibración. De esta forma 
se evita añadir un compuesto sobre la muestra que pueda alterar las 
características de ésta, pero sería necesario realizar una adición estándar 
para el análisis de cada una de las formulaciones comerciales. 

 
La última opción considerada, que puede aplicarse en aquellos casos 

en los que el mancozeb esté acompañado por otro ingrediente activo que 
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sea fácilmente determinable, plantea el empleo de este otro componente 
de la muestra como patrón interno. Para nuestro caso, se analizará 
previamente en la muestra el contenido de este segundo componente 
mediante una extracción con cloroformo y posterior medida IR de la 
disolución. La estrategia aplicada está basada en la utilización de una 
calibración multivariada (mínimos cuadrados parciales, PLS) y emplea un 
set de calibración formado por pastillas de KBr con diferentes relaciones 
entre mancozeb, cimoxanilo (el segundo componente activo de la muestra 
que va a ser utilizado como patrón interno) y caolín (un coadyuvante típico 
en este tipo de formulaciones sólidas). Para predecir la concentración del 
primero en la muestra problema se utiliza el cociente entre las bandas 
propias del mancozeb y las del cimoxanilo. 

 
Esta metodología, a pesar de reducir el empleo de reactivos y la 

generación de residuos, incluso el tiempo de análisis con respecto a otros 
métodos para el análisis de mancozeb [Lo et al., 1996], plantea problemas 
derivados del tedioso y complicado tratamiento de la muestra. La 
preparación de las pastillas de KBr y las dificultades en la calibración 
hacen que la utilidad de esta metodología sea muy reducida, siendo 
aplicable solo en casos extremos donde la extracción del analito no sea 
posible. 

 
Para reducir dicho tratamiento de la muestra, y por tanto mejorar la 

repetibilidad de las medidas y aumentar la productividad en el laboratorio, 
se desarrollaron métodos basados en la extracción del analito para 
posterior medida en disolución. El desarrollo y puesta a punto de estos 
procedimientos, fácilmente automatizables, implica en su estudio la 
realización de varias etapas: 

 
• Selección de las condiciones más adecuadas de extracción. 

En el caso de realizar una extracción off-line los parámetros 
estudiados para  trabajar con las condiciones más adecuadas han sido 
el modo (mecánica o por ultrasonidos) y el tiempo de agitación. Para 
ello, se ha determinado el grado de recuperación de los diferentes 
analitos de las muestras en función de estos factores. 
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 A modo de ejemplo, en la Figura 14, se indican los resultados 
obtenidos para la comparación de ambos modos de agitación en la 
extracción de buprofezin, un pesticida formulado como polvo mojable. 
Como puede apreciarse, la agitación por ultrasonidos es más efectiva 
proporcionando una mayor extracción en un menor tiempo. En la figura 
se observa una disminución en el porcentaje de recuperación del 
buprofezin cuando el tiempo de agitación por ultrasonidos es superior a 
10 minutos, probablemente debido a que la generación de radicales 
libres en el sistema pueda afectar a la estabilidad del pesticida. Es por 
ello que, para este tipo de muestra, se seleccionaron 10 minutos como 
tiempo de agitación. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Porcentaje de recuperación del pesticida buprofezin en función del tiempo y 
del modo de agitación, para 30 mg de muestra que contiene un 25 % p/p de Buprofezin 
y empleando cloroformo como disolvente. (-▲-, agitación mecánica,  -■- agitación por 
ultrasonidos). (Fuente: Analytica Chimica Acta, 468 (2002) 81-90). 

 Por otra parte, también se han estudiado extracciones en línea que, 
además de reducir el contacto del operador con productos tóxicos, 
incrementan el grado de automatización del procedimiento y reducen el 
consumo de reactivos. Se han utilizado diferentes montajes 
experimentales dependiendo del tipo de presentación del formulado 
comercial, las características físico-químicas del analito y del 
tratamiento al que deben someterse las muestras.  

En la Figura 15 pueden verse, a modo de ejemplo, dos de los 
montajes empleados para el análisis de pesticidas por espectrometría 
vibracional en la región NIR y MIR, en los que se integra una unidad de 
extracción y una unidad de filtración. De esta forma se logra una 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

44 
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reducción de la manipulación de la muestra y del contacto del operador 
con sustancia tóxicas ya que el disolvente o el extracto de la muestra es 
introducido en el sistema con la ayuda de bombas peristálticas. Estos 
sistemas pueden ser utilizados para la medida en modo de flujo parado, 
o en flujo continuo, introduciendo de forma secuencial patrones y 
muestras en la celda de medida y registrando los correspondientes 
espectros en flujo parado para mejorar la repetibilidad de las medidas. 
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Figura 15. Montajes utilizados para la extracción on-line en a) la determinación de 
buprofezin en pesticidas comerciales mediante espectrometría NIR y b) la determinación 
de diuron en formulaciones mediante espectroscopia MIR. (Fuente: a) Journal of near 
infrared spectroscopy, 13 (2005) 161-168, y b) Journal of agricultural and food 
chemistry, 53 (2005) 5842-5847). 

 

 Además se diseñó un sistema para el análisis en flujo de varios 
analitos extraídos de forma secuencial mediante el empleo de diferentes 
disolventes y/o mezclas de ellos. Estas estrategias de extracción on-line 
se compararon con los resultados obtenidos cuando el tratamiento de la 
muestra se realizaba off-line. Los distintos enfoques para el tratamiento 
de la muestra que se indican en la Figura 16, proporcionaron 
extracciones cuantitativas permitiendo la determinación simultánea de 
aspartamo y acesulfamo-K en edulcorantes de mesa, minimizando la 
manipulación de la muestra y el tiempo de análisis y, lo más importante, 
debido a la extracción secuencial se reducen las interferencias 
espectrales mutuas entre ambos analitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Sistema de extracción en línea diseñado para la determinación de aspartamo 
y acesulfamo-K en edulcorantes de mesa mediante espectrometría MIR. Detalle: 
Diferentes estrategias de extracción del analito basadas en la circulación del disolvente 
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a través del sistema o bien en la introducción del disolvente en el cartucho de extracción 
y recirculación de aire para favorecer el proceso de extracción (Fuente: Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 52 (2004) 7799). 

 

• Estudio de los parámetros instrumentales. 
 La calidad de los espectrómetros IR por transformada de Fourier está 
fuertemente influenciada por variables instrumentales como la 
resolución nominal, el número de barridos acumulados por espectro, la 
velocidad del espejo y el factor de zero filling (que establece el número 
de puntos en el espectro final). 

 La resolución nominal afecta a la definición de las bandas de 
absorción, es decir, una mejor resolución nominal nos va a permitir 
diferenciar bandas que estén muy próximas lo que, en definitiva, mejora 
la selectividad de las medidas. Sin embargo esto implica un aumento 
del ruido y del tiempo necesario para la adquisición del espectro. Debido 
a limitaciones instrumentales, los valores de resolución nominal se 
encuentran restringidos a un determinado intervalo que depende del 
equipo empleado. 

 El aumento del número acumulado de barridos del interferómetro que 
se promedian para la obtención del espectro final mejora la relación 
señal/ruido, permitiendo una mayor precisión de las medidas. Sin 
embargo, el aumento del número de barridos acumulados implica 
también un incremento del tiempo de adquisición del espectro, con lo 
que se reduce la frecuencia de medida. Si este no es un factor 
especialmente significativo cuando se considera el tiempo total 
requerido para la realización de un análisis, incluyendo las etapas de 
preparación de la muestra, si que es especialmente importante en el 
caso de medidas on-line en las que la velocidad de adquisición de los 
espectros es un factor decisivo. 

 La velocidad del espejo móvil del interferómetro es otro de los 
parámetros que afectan a la calidad del espectro. Una mayor velocidad 
permite obtener un mayor número de barridos en un tiempo 
determinado pero supone un incremento del ruido del espectro, de 
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forma que el valor más adecuado viene determinado por el tipo de 
detector utilizado. 

 Otro factor que puede mejorar la calidad espectral es la aplicación de 
la función de zero filling. Esta función determina el número de puntos de 
relleno que son introducidos entre los datos medidos antes de realizar la 
transformada de Fourier y consigue una mejora de la definición del 
espectro sin modificar la resolución nominal verdadera con la que se 
efectuó la adquisición de las medidas. Sin embargo, la aplicación de 
esta función implica un mayor tiempo durante el cálculo de la 
transformada, lo que afecta al tiempo de adquisición. 

 Para obtener, en cada caso, las condiciones instrumentales más 
adecuadas para las determinaciones cuantitativas, tanto en el MIR 
como en el NIR, se ha estudiado el efecto de la resolución nominal y el 
número de barridos acumulados por espectro sobre el espectro IR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto de la resolución nominal y el número acumulado de scans sobre la 
relación señal ruido de un espectro de patrón de Clorpirifos de 5.18 mg g-1 de 
concentración. 

 Las condiciones más adecuadas para los análisis por espectrometría 
MIR fueron 4 cm-1 de resolución nominal y 25 barridos acumulados por 
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espectro (ver Figura 17), que permitían una sensibilidad y una 
frecuencia de medida aceptables. 

 Adicionalmente se realizó, en la región NIR, un estudio más detallado 
de cómo afectan todas las variables instrumentales comentadas a las 
características analíticas del método desarrollado. Para ello se trabajó 
con un programa comercial de tratamiento estadístico Minitab Release 
14 y mediante un diseño experimental basado en una primera etapa de 
screening mediante un diseño factorial fraccionado y una segunda 
etapa de búsqueda del valor óptimo mediante un diseño de compuesto 
central (central composite design) y definiendo una función de 
optimización en la que se le asignará distinto peso específico a 
propiedades analíticas tales como precisión, exactitud, sensibilidad, 
productividad,… Como puede verse en la Figura 18 los parámetros que 
afectan significativamente dependen de la función escogida como 
respuesta, por tanto, para seleccionar unos valores óptimos de 
resolución nominal, número de barridos, velocidad del espejo móvil y 
zero filling es necesario estudiar cuál es la función respuesta mas 
apropiada a nuestras exigencias. 

Una de las conclusiones más destacables de este estudio de 
optimización es que las condiciones instrumentales más adecuadas 
son completamente diferentes de aquellas obtenidas en los estudios 
para el MIR. Un número de barridos relativamente bajo significa un 
aumento de la frecuencia de análisis debido a la reducción en el tiempo 
de medida, aunque se obtiene una relación señal ruido más pobre. Una 
resolución nominal de 16 cm-1 aumenta la frecuencia de análisis y la 
relación señal ruido sin reducir excesivamente la sensibilidad del 
método, debido a que en esta región las bandas de absorción son 
relativamente anchas y no se ven tan afectadas por la definición 
espectral. El factor de zero filling no afecta considerablemente a la 
mayoría de características analíticas del procedimiento y la velocidad 
del espejo interesa que sea relativamente elevada ya que logrará 
reducir el tiempo de análisis sin afectar de forma significativa en otros 
parámetros como sensibilidad, exactitud o límite de detección. 
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Figura 18. Gráfica de probabilidad normal para el diseño factorial completo 24 en el studio 
de diferentes funciones respuesta para la determinación de FT-NIR de iprodiona en 
formulados comerciales. □, efecto significativo; •, efecto no significativo. Factores: A= 
número acumulado de barridos, B= resolución nominal, C= velocidad del espejo móvil del 
interferómetro, D= factor de zero filling. 
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• Estudio de las condiciones de medida. 
Otro aspecto a tener en cuenta en la puesta a punto de un método 

basado en técnicas vibracionales son las condiciones seleccionadas 
para la medida en los espectros, de forma que proporcionen 
características analíticas adecuadas para la determinación cuantitativa. 
Se ha estudiado el empleo de medidas de altura y/o área de las bandas 
de absorción características de los analitos objeto de estudio, 
empleando distintas correcciones de línea base con el objeto de 
corregir posibles desplazamientos del espectro o solapamientos 
espectrales debido a la interferencia de otros compuestos o sustancias 
presentes. En la Tabla 5 se muestra, a modo de ejemplo, los resultados 
obtenidos en el estudio llevado a cabo para la determinación 
simultánea de cipermetrina y clorpirifos en el IR medio utilizando 
cloroformo como disolvente. 

 

Tabla 5. Características analíticas de la determinación FT-MIR de cipermetrina y clorpirifos utilizando 
diferentes bandas y criterios de línea base. 

Modo de 
medida Longitud de onda 

(cm-1) 

Corrección 
de línea 

base 
a ± sa b ± sb R2 % R.S.D. L.O.D. 

(% p/p ) 

Cipermetrina:                                                                     curva de calibración ( y=a+b C (mg g-1) ) 

Altura 1742 2000 0.0002 ± 0.0001 0.00953 ± 0.00004 0.9993 0.3 0.6 

Área 1747-1737 2000 0.0017 ± 0.0008 0.1007 ± 0.0008 0.9998 0.4 0.7 

Altura 1587 1650 0.00031 ±  0.00009 0.00926 ±  0.00003 0.9999 0.9 0.3 

Área 1592-1982 1650 0.002 ± 0.001 0.082 ± 0.001 0.9997 0.8 0.5 

Altura 1488 1530 0.0003 ± 0.0002 0.01514 ± 0.00005 0.9998 1.0 0.3 

Área 1493-1483 1530 0.000 ± 0.002 0.147 ± 0.002 0.9995 1.1 0.6 

Altura 1076 1097-1061 0.0003 ± 0.0002 0.00558 ± 0.00008 0.997 1.2 1.4 

Área 1081-1071 1097-1061 0.000 ± 0.002 0.070 ± 0.002 0.998 0.9 1.0 

Clorpirifos:                                                                         curva de calibración ( y=a+b C (mg g-1) ) 

Área 
1554-1544 

1650 0.002 ± 0.001 0.0527 ± 0.0004 0.9993 0.10 0.2 

Altura 
1549 

1650 0.0009 ± 0.0002 0.00639 ± 0.00007 0.9993 0.2 0.4 

Altura 
1549 

1650-1527 0.0004 ± 0.0002 0.00600 ± 0.00004 0.9992 0.2 0.5 

Altura 1412 2000 0.0006 ± 0.0004 0.0290 ± 0.0001 0.9996 0.3 0.2 

Área 1417-1407 2000 0.009 ± 0.005 0.270 ± 0.002 0.9995 0.4 0.9 

Altura 968 2000 0.0008 ± 0.0003 0.01839 ± 0.00009 0.9996 0.4 0.9 

Área 973-963 2000 0.007 ± 0.004 0.207 ± 0.002 0.9994 0.6 0.8 
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La selección de las condiciones de medida más adecuadas se 
establece en términos de sensibilidad, límite de detección y precisión, 
obviamente sin dejar de lado la exactitud. Para la cipermetrina se 
trabajó con la medida del área de la banda de absorción entre 1747 y 
1737 cm-1 corregida con una línea base a 2000 cm-1, que 
proporcionaba una sensibilidad y un límite de detección adecuados y 
una excelente repetibilidad. Para el caso del clorpirifos se seleccionó la 
medida de la altura de la banda de absorción situada en 1549 cm-1, 
corregida en este caso con una línea base situada en 1650 cm-1 que 
evitaba solapamientos con las bandas de absorción típicas de la 
cipermetrina y que proporcionaba características analíticas adecuadas 
para su determinación en formulados comerciales.  

 

• Validación de los procedimientos desarrollados. 
El último de los pasos realizados en todos los procedimientos 

desarrollados fue la validación de los mismos en términos de exactitud, 
precisión y límites de detección y determinación. 

 
La exactitud se comprobó mediante comparación de los resultados 

obtenidos por las técnicas vibracionales con los obtenidos mediante el 
empleo de métodos de referencia basados, en la mayoría de los casos, en 
separaciones cromatográficas. Estos métodos de referencia han sido los 
recomendados por organismos internacionales [CIPAC Methods, AOAC]. 
Cuando no existían métodos de referencia, se han desarrollado a partir de 
la información de procedimientos empleados por otros autores para el 
análisis de estas moléculas en muestras de una naturaleza lo más similar 
posible. Como puede observarse en la Tabla 6, todos los métodos 
proporcionaron resultados estadísticamente comparables con los 
obtenidos por el método de referencia y que cumpliría con las 
especificaciones legales para este tipo de productos. 

Otra forma para determinar la exactitud de los procedimientos ha sido 
mediante ensayos de recuperación y la aplicación del método de la adición 
estándar, que se ha utilizado para calcular el porcentaje de recuperación 
de un analito adicionado sobre la muestra. Se recomienda utilizar este 
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procedimiento siempre que no sea posible reproducir la matriz en la que se 
encuentra presente el analito. La recuperación media obtenida en todos los 
casos está dentro del intervalo recomendado por CIPAC [CIPAC 
Guidelines], para este tipo de análisis y que se indican a continuación. 

% p/p analito  % recuperación 
      >10      98.0 – 102.0 
     1 – 10      97.0 – 103.0 
        >1      95.0 – 105.0 

Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos en el análisis de formulaciones comerciales 
mediante procedimientos vibracionales comparados con los obtenidos mediante los 
métodos de referencia. 

 

Analito Estrategia % p/p métodos 
vibracionales 

Valores de 
referencia % Error 

Buprofezin FIA-FT MIR 25.7 ± 0.5 25.0* 2.7 
 MIR Flujo parado 25.5 ± 0.2 25.0* 2.0 

Diuron FIA-FT MIR 80.8 ± 0.8 82.7 ± 0.3 2.3 
  84 ± 2 82.6 ± 0.4 1.7 
  84 ± 2 83.0 ± 0.4 1.2 
  42 ± 2 40.3 ± 0.5 4.2 
  20.9 ± 0.4 20.5 ± 0.6 2.0 
 MIR Flujo parado 83.1 ± 0.3 82.7 ± 0.3 0.5 
  82.6 ± 0.5 82.6 ± 0.4 0.0 
  83.0 ± 0.7 83.0 ± 0.4 0.0 
  40.1 ± 0.6 40.3 ± 0.5 -0.5 
  20.8 ± 0.5 20.5 ± 0.6 1.5 

Cipermetrina MIR Flujo parado 12.2 ± 0.1 12.1 ± 0.1 0.82 
  2.08 ± 0.07 2.10 ± 0.05 -0.9 
  4.32 ± 0.05 4.35 ± 0.04 -0.69 

Clorpirifos MIR Flujo parado 46.4 ± 0.8 46.2 ± 0.2 0.4 
  50.3 ± 0.5 50.2 ± 0.1 0.20 
  37.6 ± 0.8 37.2 ± 0.5 1.08 
  45.1 ± 0.2 45.3 ± 0.3 -0.44 

Aspartamo FIA-FT MIR 11.83 ± 0.08 11.88 ± 0.02 -0.4 
  38.4 ± 0.2 38.5 ± 0.2 -0.3 
  38.70 ± 0.10 38.7 ± 0.2 -0.03 

Acesulfamo-K FIA-FT MIR 11.74 ± 0.14 11.71 ± 0.02 0.3 
Buprofezin FIA-FT NIR 26.80 ± 0.07 26.72 ± 0.16 0.3 

  26.79 ± 0.05 26.86 ± 0.06 -0.3 
  26.78 ± 0.04 26.70 ± 0.16 0.3 
  25.41 ± 0.07 25.50 ± 0.10 -0.4 

* Valores suministrados por el fabricante. 

 
La incertidumbre de los resultados analíticos, expresada como 

desviación estándar relativa, ha sido comparada con los límites máximos 
que, según CIPAC [CIPAC Guidelines], deben reflejar los resultados 
analíticos de un procedimiento desarrollado para el análisis de 
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formulaciones de pesticidas, y que se calcula mediante la ecuación de 
Horwitz. 

RSD < 2(1-0.5 logC) 0.67 

Así, para aceptar un método analítico la desviación estándar relativa en 
la medida de cinco muestras, debe ser menor que la calculada con dicha 
ecuación. Debido a la reducción del tratamiento previo de la muestra y el 
elevado grado de automatización, la reproducibilidad obtenida fue en todos 
los casos, menor que la exigida, cumpliendo con la normativa dictada por 
este organismo. 

 

Los límites de detección fueron evaluados según el método descrito por 
la IUPAC [Corley, 2003], por el cual: 

LOD=
pendiente

sk b  

donde k=3, proporcionando un nivel de probabilidad del 99.86 %, y sb es la 
desviación estándar de cinco medidas de un blanco. Para el límite de 
cuantificación se aplica el mismo criterio pero considerando k=10. 

La Tabla 7 muestra los límites de detección y cuantificación obtenidos 
en los métodos desarrollados, siendo en todos los casos aceptables para 
el orden de concentración en el que se encontraba el analito. 

Tabla 7. Resumen de los límites de detección obtenidos en los métodos desarrollados utilizando el 
criterio de la IUPAC. 

Analito Estrategia LOD (% p/p) LOQ (% p/p) % p/p analito 
Buprofezin FIA-FT MIR 0.12 0.4 

 MIR Flujo parado <0.1 0.3 
~25 

Diuron FIA-FT MIR 0.7 2 
 MIR Flujo parado 0.8 3 

20-80 

Cipermetrrina MIR Flujo parado 0.7 2 2-12 
Clorpirifos MIR Flujo parado 0.4 1.3 37-50 
Aspartamo FIA-FT MIR 0.09 0.3 1139 

Acesulfamo-K FIA-FT MIR 0.9 3 ~11 
Buprofezin FIA-FT NIR 0.012 0.04 ~25 
 

Con lo comentado anteriormente, puede concluirse diciendo que los 
métodos basados en la extracción del analito mediante el uso de un 
disolvente apropiado, o mezcla de ellos, y posterior medida del extracto en 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

54 

la región MIR o NIR reduce la cantidad de disolvente empleado (menos de 
3 ml de disolvente orgánico; cloroformo en el caso del MIR y acetonitrilo en 
el NIR). La frecuencia de análisis se incrementa de forma significativa 
frente a los métodos de referencia basados en separaciones 
cromatográficas. El único inconveniente que presentan estas metodologías 
para este tipo de análisis es el uso de disolventes orgánicos para extraer al 
principio activo. En unos casos el analito es insoluble en agua y en otros, el 
empleo de este disolvente no es compatible con el paso óptico utilizado en 
las celdas de medida. Teniendo en cuenta estas limitaciones y la dificultad 
observada en el desarrollo de métodos de análisis directos sobre 
sustancias sólidas mediante medidas de transmisión, se han desarrollados 
procedimientos basados en otras técnicas de medida para el análisis de 
disoluciones acuosas y muestras sólidas sin tratamientos previos 
(reduciendo de esta forma el impacto ambiental y los costes derivados del 
tratamiento de residuos y adquisición de reactivos). 

 

3.b Medidas de reflectancia total atenuada 
Como se ha comentado en la introducción, la espectroscopia 

vibracional es una técnica muy útil en la monitorización de reacciones 
donde es necesario un control de los parámetros de calidad tanto de los 
productos de partida utilizados como materia prima, de los productos 
finales, así como de las etapas intermedias del proceso. Un claro ejemplo 
es el caso de procesos biológicos en los que intervienen enzimas, para la 
producción de productos de interés como alcoholes, aminoácidos, 
antibióticos,… En estos casos una monitorización continua de la reacción 
controla de forma efectiva la calidad de los productos finales y permite 
corregir errores en tiempo real, alcanzándose el máximo rendimiento y 
efectividad, de forma que se minimicen las pérdidas económicas. En este 
sentido, en la fermentación de productos azucarados, la determinación on-
line del alcohol generado proporciona un modo de controlar este tipo de 
reacción. 

Se van a estudiar las condiciones que permitan, mediante el empleo de 
la espectrometría vibracional, controlar la evolución del proceso de 
fermentación del néctar de piña. Para ello, se seguirá el cambio que 
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experimenta la concentración de etanol y de los azúcares mayoritarios 
presentes en el medio. Debido a que el análisis de disoluciones acuosas 
en la región MIR mediante medidas de transmitancia requiere el uso de 
celdas con pasos ópticos muy reducidos (inferiores a 25 µm) la estrategia 
seleccionada para realizar este estudio se basa en el empleo de medidas 
de reflectancia total atenuada. 

La instrumentación utilizada para realizar esta monitorización ha sido 
un espectrómetro FT-MIR Nicolet 460 Protege equipado con un detector 
DTGS, un divisor de haz de KBr y una celda ATR horizontal con un cristal 
de germanio (Ge). 

Como primer paso en el desarrollo de este procedimiento de medidas 
ATR se llevó a cabo el estudio del efecto de los parámetros instrumentales 
sobre la relación señal ruido del espectro. 

Como puede observarse en la Figura 19, la relación señal/ruido 
aumenta al incrementar la resolución nominal, pero de la misma forma 
aumenta también la desviación estándar de las medidas y se produce una 
pérdida de información espectral debido a la menor definición de las 
bandas, lo que afectará a la selectividad y, por ende, a la exactitud.  
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Figura 19. Efecto de las condiciones instrumentales sobre el espectro ATR de una disolución que 
contiene 8.6, 9.0, 11.2 y 16.3 % p/p de glucosa, fructosa, sacarosa y etanol respectivamente. 

En el caso del número acumulado de barridos puede verse que se 
mejora la relación señal/ruido acumulando un número elevado de scans, 
pero de la misma forma se incrementa el tiempo de adquisición del 
espectro, pudiendo provocar la deposición de la materia sólida en 
suspensión (p.e. pulpa) presente en el zumo de piña fermentado. Por 
último, el aumento de la velocidad del espejo móvil implica una fuerte 
disminución de la relación señal ruido empeorando la calidad de los 
espectros. 

En conclusión, de las experiencias realizadas y para la ejecución del 
resto del estudio se escogieron como valores adecuados una resolución 
nominal de 8 cm-1, la acumulación de 50 scans por espectro y una 
velocidad del espejo móvil del interferómetro de 0.1581 cm s-1. 

Por otra parte, como puede apreciarse en la comparación de los 
espectros ATR de los analitos implicados en este estudio (Figura 20), 
existen fuertes solapamientos en las bandas de absorción, en la región 
comprendida entre 1100 y 900 cm-1 debidas a los enlaces C-O-C y C-O-H 
presentes en la molécula de los azúcares y del etanol. Debido a esto, la 
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determinación simultánea basada en el empleo de la calibración 
univariante a partir de patrones individuales de cada uno de los 
compuestos estudiados se hace inviable. 

Dada la imposibilidad de realizar una calibración univariante que 
proporcione buenos resultados, se ensayaron diferentes estrategias 
basadas en la calibración multivariada por mínimos cuadrados parciales, 
(PLS), aplicándola a los espectros sin tratar y a la primera derivada de los 
mismos. El set de calibración esta basado en un diseño clásico de 42 
estándares para los cuatro analitos de interés (glucosa, fructosa, sacarosa 
y etanol), a dos niveles de concentración. 

Los mejores resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8. Como 
puede observarse el empleo de la primera derivada mejora la selectividad 
lo que se traduce en una mejor capacidad predictiva del modelo. 

 

 

Tabla 8. Estadísticos obtenidos para el modelo de calibración PLS, establecido mediante el 
empleo de la primera derivada de los espectros ATR-FTIR, y utilizado para en la 
monitorización del proceso de fermentación del néctar de piña. 

 

Región Línea 
base Compuesto Factoresa R2,b RMSECc Error promedio de 

validaciónd (%) 

1531 - 907 - 

Glucosa 
Fructosa 
Sacarosa 

Etanol 

7 
8 
5 
6 

0.9998 
0.9996 
0.9999 
0.9997 

0.040 
0.021 
0.063 
0.074 

2.9 
2.1 
2.6 
3.6 

 

a. Número de variables latentes elegidas de forma que se obtiene el mínimo valor de PRESS. 
b. Coeficiente de regresión. 
c. Root mean square error de calibración para una validación cruzada. 
d. Error relativo (%) promedio obtenido en la validación sin considerar el signo. 
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Figura 20. Espectros de reflectancia total atenuada de disoluciones de glucosa (6.0 %p/p), fructosa (8.0 
% p/p), sacarosa (7.0 % p/p) y etanol (8.1 % p/p) y de néctar de piña antes y después de la 
fermentación. Los espectros se obtuvieron acumulando 50 scans y con una resolución nominal de 8 
cm-1 empleando como referencia la celda vacía (Fuente: Analytica Chimica Acta 545 (2005)  102). 
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Adicionalmente, se evaluó la interferencia que provoca el alcohol 
producido durante la fermentación en la determinación de la glucosa, 
fructosa y sacarosa. De dicho estudio se concluye, tal como puede verse 
en la Figura 21, que el porcentaje de recuperación obtenido para los 
distintos azúcares analizados permanece en torno al 100% para 
concentraciones de etanol en la muestra (comprendidos entre el 0 y el 5 % 
p/p). 
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Figura 21. Efecto de la concentración del etanol sobre el porcentaje de recuperación de ( ) 
glucosa, ( ) fructosa y  ( ) sacarosa, empleando la calibración PLS. 
 

Por último, para evaluar la exactitud del procedimiento desarrollado, se 
compararon los resultados obtenidos para la determinación del alcohol 
generado en la fermentación de un néctar de piña esterilizado y uno sin 
tratar con los obtenidos mediante un método de referencia basado en la 
reacción del etanol con dicromato y posterior medida espectrofotométrica 
[Fletcher y Van Staden, 2003]. La Figura 22 muestra como para el néctar 
esterilizado la concentración de los cuatro analitos permanece invariable 
mientras que en el néctar que no ha sido tratado la concentración de etanol 
aumenta de forma significativa mientras que el porcentaje de sacarosa (el 
azúcar mayoritario inicialmente en el néctar) se reduce drásticamente. La 
concentración de glucosa y fructosa en un principio se reduce hasta 
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prácticamente cero para aumentar ligeramente debido a la hidrólisis de la 
sacarosa.  
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Figura 22. Monitorización mediante espectrometría ATR FTIR de la reacción de 
fermentación del néctar de piña esterilizado (a) y uno sin esterilizar (b). ( ) glucosa, ( ) 
fructosa, ( ) sacarosa, y ( ) etanol. 
 

El método desarrollado proporcionó resultados comparables con los 
obtenidos mediante el método de referencia para la determinación de 
etanol. Además, los valores de glucosa obtenidos se compararon con un 
método de referencia basado en ensayos enzimáticos [Huggett y Nixon, 
1957], obteniéndose, también resultados comparables. 

De este modo se verifica que la espectroscopia FTIR basada en 
medidas de reflectancia total atenuada, en combinación con la 
Quimiometría, resulta ser una herramienta muy útil para la monitorización 
de este tipo de procesos de fermentación. 

Las ventajas que aporta el método desarrollado son su rapidez y su 
sencillez, ya que no requiere ningún tratamiento previo de la muestra. 
Además, el procedimiento puede ser fácilmente automatizado, con la 
posibilidad de realizar medidas on-line. Adicionalmente, no necesita 
reactivos de forma que también se elimina la generación de residuos, 
ofreciendo una alternativa medioambientalmente sostenible a los métodos 
tradicionales aportando soluciones al problema de la fuerte absorción del 
agua en la región MIR del espectro electromagnético. 
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3.c Medidas de reflectancia difusa 
 
Ya se ha comentado que, las principales ventajas de la espectroscopia 

de reflectancia difusa se basan en su naturaleza no destructiva, en su 
capacidad de analizar productos en tiempo real, el bajo coste de 
mantenimiento de la instrumentación y la posibilidad de realizar medidas 
directas sobre muestras sólidas, reduciendo la generación de residuos y 
permitiendo que las muestras sean almacenadas para su posterior 
comprobación. Sin embargo, el principal inconveniente de este tipo de 
medidas es que las bandas del espectro están fuertemente influenciadas 
por un elevado número de parámetros químicos, físicos y estructurales, por 
lo que la utilización de métodos quimiométricos para extraer información 
relevante de los espectros se hace imprescindible. Para la calibración, es 
obligatorio incorporar la variabilidad tanto química como física atribuible al 
tipo de productos que se van a analizar, para ello, en la mayoría de los 
casos, como set de calibración se utilizan muestras sintéticas o 
previamente analizadas por otros procedimientos. 

 
La intención del siguiente estudio es desarrollar un método directo, 

rápido y preciso, basado en medidas de reflectancia difusa en la región 
NIR, para el control de calidad de diferentes pesticidas comerciales que 
minimice la generación de residuos, de forma que sea un procedimiento 
“limpio” y, por tanto, reduzca los costes de los análisis. Para ello se 
seleccionaron distintos pesticidas como moléculas testigo (ver figura 23). 
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Figura 23. Espectro de reflectancia difusa de orden zero y primera derivada de los 
pesticides seleccionados para el estudio y de muestras comerciales que los contienen. 
Bensulfuron, Buprofezin, Clorsulfuron, Ciromazina, Daminozida, Diuron, Fenoxicarb, 
Iprodiona, Metalaxil, Procimidona y Triciclazol. Nota: Espectros de patrones y muestras de 
formulaciones comerciales (60% p/p Bensulfuron, 25% p/p Buprofezin, 75% p/p 
Clorsulfuron, 75% p/p Ciromazina, 85% p/p Daminozida, 80% p/p Diuron, 25% p/p 
Fenoxicarb, 50% p/p Iprodiona, 25% p/p Metalaxil, 50% p/p Procimidona y 75% p/p 
Triciclazol) obtenidos para los productos sólidos colocados en viales de vidrio de 10 mm de 
diámetro interno en la base. 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

U
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s 

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) 

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) 

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) 

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) 

Longitud de onda (nm) 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

63 

 
 

Para llevar a cabo la determinación a partir de los espectros NIR de 
reflectancia difusa obtenidos directamente de las muestras contenidas en 
viales de vidrio, se ensayó un modelo PLS basado en el uso de 11 
muestras comerciales como set de calibración. Se estudiaron diferentes 
regiones espectrales, para distintos criterios de corrección de línea base, 
tanto a partir de los espectros directos como de la primera derivada de los 
mismos. 

El modelo inicial para la calibración PLS utiliza una muestra comercial 
de cada pesticida y 10 blancos formados por el resto de muestras 
comerciales.  

Posteriormente, este modelo se mejoró mediante la inclusión al set de 
calibración de 22 muestras adicionadas (11 por encima y 11 por debajo de 
la concentración teórica), con lo que se consigue mejorar la capacidad 
predictiva. 

Por último, se estudió el efecto del número de factores utilizados en el 
modelo sobre la capacidad predictiva del modelo, utilizando para ello como 
estadísticos el valor del predicted residual error sum of squares (PRESS) y 
el error promedio de la determinación. El elevado número de factores 
necesarios para la determinación de dichos principios activos en 
formulaciones comerciales (ver Tabla 9) probablemente sea debido al 
número de blancos introducidos (el resto de pesticidas) con diferente 
contribución espectral y a diferencias en las propiedades físicas de las 
matrices de las muestras. 
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Tabla 9. Características analíticas del método PLS/NIR para la determinación de pesticidas 
en formulaciones comerciales. 

 
 
 

% Recuperación Región 
(cm-1) 

Tratamiento 
previo Pesticida Factoresa R2,b RMSEC 

(% p/p)c 

Error 
promediod 

(%) UD* OD* 
Primera 
derivada Bensulfuron 18 0.9998 0.388 1.2 100.9 ± 0.3 99.1 ± 1.0 

Buprofezin 22 0.9993 0.310 0.8 99.3 ± 0.6 100.8 ± 0.2 
Clorsulfuron 13 0.998 1.30 0.7 98.7 ± 0.7 99.0 ± 0.3 
Ciromazina 23 0.9993 0.800 2.0 101.4 ± 0.3 99.7 ± 0.3 
Daminozida 16 0.998 1.30 1.1 102.6 ± 0.1 98.5 ± 0.8 

- 

Diuron 22 0.9998 0.441 3.1 100.6 ± 0.9 102.8 ± 0.6 
Primera 
derivada Fenoxicarb 16 0.998 0.648 1.4 102.6 ± 0.8 100.1 ± 0.3 

- Iprodiona 16 0.995 1.60 2.7 103.9 ± 0.4 98.2 ± 0.2 
Metalaxil 17 0.9996 0.259 0.3 102.8 ± 0.4 101.6 ± 0.2 

Procimidona 19 0.9998 0.345 3.1 100.1 ± 0.9 101.5 ± 0.3 

1618-
2630 

Primera 
derivada 

Triciclazole 19 0.9998 0.338 0.5 100.8 ± 0.5 99.3 ± 0.4 
 

 

a. Número de factores seleccionados para obtener el mínimo valor de PRESS. 
b. R2 es el coeficiente de correlación obtenido para la regresión entre los valores encontrados y los 
actuales para el set de calibración. 
c. Root mean square calibration error para una validación cruzada. 
d. Error promedio (%) encontrado para la comparación con los resultados obtenidos por HPLC. 
*UD: muestras under-dosed. OD: muestras over-dosed. 
En todos los casos se realizó como criterio de línea base (linear removed). 

 

Finalmente, en la Tabla 10 se comparan los resultados obtenidos 
mediante el método de referencia (HPLC) y el procedimiento desarrollado 
por reflectancia difusa. Como puede verse, en todos los casos se obtienen 
resultados comparables, con errores relativos inferiores al 4%. 

Estudios adicionales pusieron de manifiesto que las recuperaciones 
obtenidas para muestras adicionadas con analito y diluidas con 
coadyuvante (Tabla 9) son en la mayoría de los casos aceptables, 
obteniéndose solo en algunos pocos casos recuperaciones superiores al 
102%.  
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Tabla 10. Resultados obtenidos por reflectancia difusa NIR y HPLC para las diferentes 
muestras comerciales estudiadas. 
 

Pesticida Muestra HPLC (% p/p) NIR (% p/p) Error relativo % 
1 61.7 ± 0.6 60.6 ± 0.4 1.8 Bensulfuron 2 60.9 ± 0.3 60.8 ± 0.5 0.5 
3 26.86 ± 0.06 27.2 ± 0.2 1.3 Buprofezin 4 26.70 ± 0.16 26.8 ± 0.2 0.4 
5 76.4 ± 0.2 76.48 ± 0.07 0.10 Clorsulfuron 6 76.4 ± 0.2 77.41 ± 0.2 1.3 
7 76.8 ± 0.3 77.4 ± 0.8 0.8 Ciromazina 8 75.4 ± 0.2 73.0 ± 1.1 3.2 
9 85.47 ± 0.03 85.60 ± 0.11 0.11 Daminozida 10 85.3 ± 0.3 83.5 ± 0.2 2.1 
11 82.6 ± 0.4 80.3 ± 0.9 2.8 Diuron 12 83.0 ± 0.4 80.2 ± 0.8 3.3 
13 23.50 ± 0.10 23.9 ± 0.4 1.6 Fenoxicarb 14 24.00 ± 0.06 24.3 ± 0.2 1.2 
15 48.94 ± 0.03 50.3 ± 0.2 2.8 Iprodiona 16 49.04 ± 0.03 50.2 ± 0.3 2.6 
17 25.44 ± 0.11 25.33 ± 0.12 0.3 Metalaxil 18 25.16 ± 0.05 25.1 ± 0.2 0.3 
19 51.6 ± 0.2 48.6 ± 1.1 3.7 Procimidona 20 50.5 ± 0.3 50.3 ± 0.5 2.4 
21 75.5 ± 0.2 74.9 ± 0.8 0.8 Triciclazol 22 75.5 ± 0.1 75.4 ± 1.5 0.14 

 
 

Esta aplicación pone de manifiesto el gran potencial de la reflectancia 

difusa en la región NIR combinada con métodos quimiométricos para el 

control de calidad de pesticidas comerciales en el sector agroalimentario. A 

pesar de las dificultades de la calibración (necesidad de calibrar con 

muestras previamente analizadas en las que se tenga en cuenta la 

variabilidad física a la vez que la diferente concentración de analito), pero 

considerando que el número de muestras requerido para el calibrado es 

bajo, el procedimiento reduce el tiempo de análisis, elimina el consumo de 

disolventes y el tratamiento previo de las muestras sin sacrificar exactitud y 

precisión. 
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3.d Medidas fotoacústicas en la región del infrarrojo medio 

Otra alternativa vibracional para el análisis directo de muestras sólidas 
es el empleo de la espectroscopia fotoacústica. Los métodos basados en 
este tipo de medidas se caracterizan por su capacidad para analizar 
directamente muestras sólidas sin necesidad de un tratamiento complejo 
de las mismas, una mínima cantidad de muestra necesaria y por ser un 
método no destructivo, por lo que puede almacenarse la muestra tras su 
análisis. A diferencia de la espectroscopia de reflectancia difusa, donde la 
composición de la muestra afecta enormemente la señal analítica, en este 
caso se pueden utilizar patrones sintéticos en el set de calibración.  

Esta técnica se ha aplicado a la determinación directa del pesticida 
mancozeb en formulaciones agroquímicas, todos ellos en presentación en 
forma de polvo mojable. 

De igual forma que para los anteriores modos de medida, se realizó un 
estudio del efecto de las variables instrumentales que más puedan influir 
(la resolución nominal, la velocidad del espejo móvil y el número 
acumulado de barridos) en la obtención de los espectros PAS-FT-MIR. Las 
condiciones más adecuadas fueron 4 cm-1 de resolución nominal, que 
proporciona una relación señal ruido adecuada, una velocidad del espejo 
móvil de 2.2 kHz, con la que se obtiene la mejor relación señal ruido y un 
tiempo de adquisición aceptable y 25 barridos por espectro, como 
compromiso entre sensibilidad y frecuencia de análisis. 

Considerando la existencia en el mercado de formulados comerciales 
conteniendo mancozeb con muy diferente composición química, se 
procedió a realizar un análisis jerárquico para clasificar las muestras a 
partir de las diferencias en su espectro PAS-FT-MIR. Como puede verse 
en la Figura 24, se obtuvieron 4 grupos diferentes que correspondían a 
muestras en las que el mancozeb estaba co-formulado con diferentes 
principios activos. 
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Figura 24. Clasificación dendográfica de muestras comerciales utilizando la distancia Euclídea del 
espectro PAS-FT-MIR y aplicando el método de unión de Ward. Nota: Para el análisis jerárquico se 
utilizó la región del espectro comprendida entre 3550 y 706 cm-1 sin preprocesado. 

 

 

Debido a que la calibración externa monoparamétrica proporcionó una 
linealidad muy pobre y errores promedios para la exactitud muy elevados 
se ensayó un modelo basado en calibración multivariante. Para ello se 
empleó un set de calibración compuesto por diferentes estándares de 
mancozeb diluido en caolín (un coadyuvante típico en este tipo de 
formulaciones). Las diferencias en la composición y, por tanto, en el 
espectro provocaron que un modelo único para el análisis de todos los 
grupos resultara ineficaz, por tanto se ensayaron diferentes modelos para 
cada uno de los grupos, usando diferentes regiones y correcciones de 
línea base, tal como se indica en la Figura 25. 

 

En la Tabla 11 se indican las diferentes regiones empleadas, el 
RMSEC obtenido en la calibración y el error promedio para el análisis de 
muestras comerciales. 
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Figura 25. Espectros PAS-FTIR de cada grupo de muestras y del principio activo co-formulado con el 
mancozeb en cada caso. Nota: Las zonas sombreadas corresponden a las regiones escogidas para la 
calibración PLS en cada uno de los modelos considerados. 
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Tabla 11. Características analíticas de la determinación PAS-FTIR de mancozeb en 
formulaciones comerciales. 
 

 

Grupo 2      

3334-3211 3055 0.997 2 2.1 2.1 
 

Grupo 3      

1543-1474 - 0.9991 2 1.3 2.5 
 

Grupo 4      

1456-1306 - 0.9996 3 0.812 4.4 
 

a. R2 es el coeficiente de correlación entre los valores actuales y los predichos para la concentración de 
analito en el set de calibración. 
b. Número de factores seleccionados para obtener el mínimo valor de PRESS. 
c. Root mean square calibration error para una validación cruzada. 
d. Error promedio relativo (%) obtenido de la comparación con los resultados obtenidos por HPLC. 

 

La comparación de los resultados obtenidos por el método desarrollado 
y un método de referencia basado en una separación cromatográfica con 
derivatización previa, proporcionó la siguiente ecuación CPAS FTIR=(-0.6 ± 
1.4) + (1.00 ± 0.03)CHPLC con un valor de r=0.997, donde la pendiente y la 
ordenada en el origen son estadísticamente comparables a 1 y a 0, 
respectivamente, para un nivel de probabilidad del 95%. 

 

Por tanto, el método desarrollado es simple, rápido, no-destructivo, 
aporta las ventajas de los métodos directos, como es el caso de la 
espectroscopia de reflectancia difusa y no es necesario disponer de una 
gran cantidad de muestras que varíen en sus propiedades físicas y 
químicas para construir el set de calibración, ya que éste puede estar 
compuesto por un número reducido de patrones sintéticos. 

 

Región (cm-1) Línea base (cm-1) R2 a Número de Factoresb RMSEC 
(% p/p)c Er (%)d 

Grupo 1      

1390-1269 

1543-1474 

- 

- 
0.9992 3 1.1 3.1 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

70 

0 2 4 
8 

10 

40 

30 

50 

70 

30 
6 20 

50 

40 

60 

Scans 
Resolution (cm-1) 

S
/N

 ra
tio

 

3.e Medidas de emisión Raman 

Dentro de esta línea de investigación para el desarrollo de métodos 
directos, simples, rápidos y medioambientalmente sostenibles, la siguiente 
estrategia desarrollada para el control de calidad de productos 
manufacturados está basada en medidas de emisión Raman de muestras 
sólidas contenidas en viales de vidrio. Estos métodos Raman se 
compararon con procedimientos de referencia cromatográficos y de 
transmitancia en el infrarrojo medio.  

Para el registro de los espectros Raman se utilizó un espectrómetro por 
transformada de Fourier Bruker RFS100/S equipado con un detector de 
germanio refrigerado con nitrogeno líquido y un láser de 
Neodymium:yttrium-aluminum-garnet (Nd:YAG) que emite a 1064 nm, y 
con una potencia máxima de 2 W. Como celda de medida se usaron viales 
estándar de vidrio, de los utilizados habitualmente para cromatografía con 
unas dimensiones de 12 x 32 mm y un volumen aproximado de 2 ml. 

En primer lugar se realizó un estudio de las variables instrumentales 
que afectan al espectro Raman. Como puede verse en la Figura 26, el 
número acumulado de barridos y la resolución nominal producen un efecto 
similar al producido en el caso de medidas de transmisión en el MIR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efecto del número acumulado de barridos y de la resolución nominal sobre la relación 
señal/ruido del espectro FT-Raman de un patrón de ciromacina de concentración  55.4 % p/p utilizando 
cloruro sódico como diluyente. 
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Por otra parte, un aumento en la potencia del láser provoca un 
incremento de la señal Raman (Figura 27), sin embargo, si la potencia de 
excitación es demasiado elevada puede calentar la muestra 
excesivamente, pudiéndose descomponer ésta u observarse fenómenos 
de desplazamiento de la línea base del espectro. Por tanto, se escogió un 
valor intermedio para realizar los análisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 27. Efecto de la potencia del láser en la determinación de ciromacina mediante 
espectrometría FT-Raman. Detalle: Relación entre el área y la potencia de láser, para 
medidas entre 633 y 623 cm-1 de un patrón de ciromacina del 55.4 % p/p, acumulando en 
todos los casos 25 scans por espectro y trabajando a una resolución de 4 cm-1.  

 

Otros parámetros estudiados pero que resultaron afectar de forma 
menos significativa a la relación señal/ruido, han sido el factor de zero 
filling y la velocidad del espejo móvil del interferómetro. 
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Adicionalmente, se evaluó el efecto del uso de diferentes viales y del 
cambio de la posición de un mismo vial sobre la repetibilidad de las 
medidas, obteniéndose valores adecuados para la determinación 
cuantitativa de los diferentes analitos teniendo en cuenta la concentración 
en la que se encontraban en las muestras (RSD inferiores a 5.9%).  

 

Se evaluaron diferentes regiones, criterios de línea base y modos de 
medida para obtener unas características analíticas adecuadas para la 
determinación de pesticidas en formulados comerciales (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Características analíticas de la determinación FT-Raman de ciromacina, usando diferentes 
bandas, criterios de corrección de línea base y modos de medida. 

ecuación del calibrado 

Modo de 
medida 

Desplazamiento 
Raman 

(cm-1) 

Corrección 
de línea 

base (cm-1) a ± sa b ± sb 
R2 % RSD LOD (%  p/p) 

Altura 1359 -0.0008 ± 0.0003 0.0894 ± 0.0006 0.9995 0.8 1.4 

Área 1364-1354 
1388-1331 

-0.006 ± 0.002 0.724 ± 0.004 0.9997 0.5 1.9 

Altura 1241 -0.0010 ± 0.0005 0.0967 ± 0.0009 0.9991 1.6 1.1 

Área 1246-1236 
1262-1216 

-0.006 ± 0.003 0.783 ± 0.006 0.9994 0.9 1.0 

Altura 1193 -0.0009 ± 0.0007 0.219 ± 0.001 0.9997 0.4 0.1 

Área 1198-1188 
1215-1176 

-0.009 ± 0.004 1.675 ± 0.008 0.9998 0.8 0.9 

Altura 986 -0.0005 ± 0.0007 0.159 ± 0.001 0.9994 0.8 0.2 

Área 991-981 
1006-900 

-0.003 ± 0.007 1.58 ± 0.01 0.9994 0.6 0.02 

Altura 839 -0.0018 ± 0.0009 0.138 ± 0.002 0.999 1.9 0.4 

Área 844-834 
873-796 

-0.016 ± 0.008 1.18 ± 0.01 0.999 1.5 0.2 

Altura 725 -0.002 ± 0.001 0.186 ± 0.002 0.999 0.6 0.1 

Área 730-720 
789-659 

-0.017 ± 0.009 1.62 ± 0.02 0.999 0.4 0.3 

Altura 628 -0.0002 ± 0.0009 0.281 ± 0.002 0.9996 0.7 1.2 

Área 633-623 
663-601 

0.000 ± 0.007 2.23 ± 0.01 0.9997 0.4 0.8 

Altura 350 -0.005 ± 0.002 0.241 ± 0.004 0.997 1.0 0.1 

Área 355-345 
369-311 

-0.03 ± 0.01 1.73 ± 0.03 0.998 0.9 0.7 

 

Esta selección de condiciones de medida y región espectral se realizó 
teniendo en cuenta, además, las posibles interferencias debidas a 
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coadyuvantes presentes en la formulación o a posibles principios activos 
co-formulados con el analito de interés, es decir, en términos de exactitud. 

Este procedimiento no solo se aplicó al análisis de pesticidas en 
formulados sino también a la determinación de la composición de 
edulcorantes sólidos. 

En el caso de la determinación simultánea de sacarina y ciclamato 
sódico en el que existen interferencias entre los analitos a determinar y 
otros componentes de la muestra (glucosa monohidrato), la calibración 
univariada no es viable y se obtienen errores relativos excesivamente 
grandes, por tanto, se ensayó el empleo de la calibración multivariada 
basada en el uso del PLS, estudiándose diferentes estrategias para llevar 
a cabo la determinación de forma exacta y precisa. La primera de ellas 
utilizaba como set de calibración un conjunto de patrones con diferentes 
concentraciones de sacarina y ciclamato sódico. La segunda introducía 
también en el set de calibración la glucosa monohidrato, un compuesto 
presente en este tipo de formulaciones. Los errores relativos obtenidos 
fueron mejores en el segundo caso (1.1 y 1.9% para sacarina y ciclamato, 
respectivamente). 

Posteriormente, se estudió la estabilidad de las muestras y los patrones 
almacenados a temperatura ambiente en el interior de los viales de vidrio. 
Los resultados obtenidos tres meses después fueron estadísticamente 
comparables a los anteriores y a los obtenidos para el análisis de los 
mismas muestras por un método de referencia (HPLC) y uno basado en 
medidas de transmitancia FTIR, para un nivel de probabilidad del 95%, 
poniendo de manifiesto la exactitud del procedimiento 

Por otra parte, la repetibilidad obtenida como desviación estándar 
relativa fue menor del 1 %. 
 

En resumen, con esta metodología FT-Raman se consigue eliminar el 
tratamiento previo de las muestras y se evita la generación de residuos. 
Los métodos propuestos resultan sencillos y simples, evitando las 
dificultades de calibración de los procedimientos anteriores (FT-NIR, 
fotoacústica) basados en medidas directas sobre muestras sólidas. El 
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inconveniente fundamental que presentan estos procedimientos es el 
elevado coste de adquisición del instrumental necesario y el pobre límite 
de detección obtenido, consecuencia de la baja sensibilidad de las 
medidas. Todo esto limita el campo de aplicación de las medidas directas 
por espectrometría Raman al análisis de componentes que se encuentran 
en concentración del orden de porcentaje. 

Debido a esta última desventaja, se desarrolló un método de 
preconcentración on-line del analito sobre una fase sólida adecuada y 
posterior medida del mismo directamente sobre la fase sólida. Este 
procedimiento se ha aplicado a la determinación de cafeína en bebidas 
energéticas y constituye el primer antecedente de espectrometría FT-
Raman en fase sólida. 

El procedimiento consiste en hacer pasar un volumen de la muestra 
líquida a través de un tubo de vidrio relleno con la fase sólida apropiada 
para la retención del analito (en el caso en estudio, C18). La colocación 
previamente de una fase diferente a la C18 permite retener otros 
componentes presentes en la muestra y que pueden suponer una 
interferencia o incluso provocar fenómenos de fluorescencia a la hora de 
efectuar la medida FT-Raman. Para el caso particular del análisis de 
cafeína, este relleno anterior fue de tipo LC-SAX, de forma que se retenía 
gran parte de los compuestos iónicos presentes en la muestra. 

Como puede verse en las Figuras 28 y 29, se estudió cual era la 
capacidad de retención máxima de la C18, así como la distribución 
espacial, esto es, como quedaba retenido el analito en la fase. De los 
resultados obtenidos se comprobó que 300 mg de C18 eran capaces de 
retener cuantitativamente hasta 7 mg de cafeína lo que supone una 
concentración del 2.3 % p/p en la fase sólida y que la máxima señal se 
obtiene entre los 7.5 y 12.5 mm a contar desde la parte superior de la fase. 
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Figura 28. Capacidad de retención de 300 mg de fase sólida C18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Distribución de cafeína a través de la fase sólida tipo C18 contenida en el interior de un tubo 
de vidrio de 5 mm de diámetro interno. Los espectros FT-Raman se corresponden con las medidas 
realizadas a los valores de posición (en mm) señalados para un patrón conteniendo 400 mg l-1 de 
cafeína. 
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Por otra parte se obtuvo una repetibilidad, calculada como desviación 
estándar relativa, del 1.4 % para medidas sobre el mismo cartucho y del 
5.0 % para medidas sobre diferentes cartuchos. 

Se evaluaron, también otras variables experimentales, como la 
velocidad de carga de la fase estacionaria, obteniéndose que para 10 ml 
de muestra conteniendo 200 mg l-1 de cafeína la retención era cuantitativa 
dentro del intervalo 1.62 - 7.50 ml min-1, por tanto se escogió este último 
valor para la retención de cafeína en la C18, de forma que se reduce al 
máximo el tiempo de análisis. 

Para la cuantificación de la cafeína, se ensayaron distintos tipos de 
calibración univariada, escogiendo para ello diferentes bandas típicas de la 
cafeína (entre 556 y 1335 cm−1). El empleo de medidas de área entre 573 y 
542 cm−1, utilizando una corrección de línea base entre 580 y 540 cm−1, 
proporcionó una sensibilidad adecuada, un límite de detección de 18 mg l-1 
y una repetibilidad del 3 %, siendo apropiada para la determinación de 
cafeína en bebidas energéticas. 

Como puede verse en la Tabla 13, se realizó una validación del método 
propuesto en términos de exactitud, comparando los resultados obtenidos 
para el análisis de 12 muestras comerciales por el procedimiento 
desarrollado y por un método de referencia basado en una separación 
cromatográfica. Los resultados obtenidos fueron estadísticamente 
comparables entre sí, aunque la precisión para las medidas Raman fue 
sensiblemente inferior, aunque en la mayoría de los casos por debajo del 
5%. 
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Tabla 13. Resultados obtenidos para el análisis de diferentes muestras comerciales de 
bebidas energéticas mediante espectrocopia Raman y por un método de referencia 
cromatográfico. 

 

Muestra 
HPLC-UV 

(Cafeína mg l-1) 

SP-FT-Raman 

(Cafeína  mg l-1) 
texp 

Burn 225.6 ± 0.5 221 ± 7 1.466 

Burn (Sin azúcar) 224.8 ± 0.6 230 ± 8 1.444 

Red Bull 235.5 ± 1.0 235 ± 6 0.180 

Red Bull (Sin azúcar) 240.7 ± 0.3 238 ± 6 1.005 

Mountain Dew 308.7 ± 1.5 305 ± 6 1.338 

Hacendado 106.4 ± 0.9 108 ± 6 0.590 

Carrefour 243.7 ± 0.2 247 ± 6 1.229 

Big Puma 241.0 ± 1.4 239 ± 4 1.055 

Non stop (naranja) 111.4 ± 0.5 110 ± 4 0.780 

Non stop (limón) 109.4 ± 0.5 106 ± 5 1.513 

Locura 197.2 ± 0.5 198 ± 7 0.255 

Locura (Sin azúcar) 213.91 ± 0.06 218 ± 6 1.370 
 

 ttab = 1.812, para un nivel de probabilidad del 95 % y 10 grados de libertad. 
Los valores de concentración son el promedio de dos análisis independientes medidos por 
triplicado ± la desviación estándar de los 6 valores encontrados. 
 
 

Como ha quedado patente, la combinación de la espectrometría FT-
Raman y la retención en fase sólida proporciona un claro aumento de la 
sensibilidad con respecto a las medidas Raman directas en disolución. 
Además, pueden evitarse los problemas derivados de la fluorescencia en 
las muestras por retención previa de compuestos en una fase sólida 
aniónica, permitiendo llevar a cabo, en un solo paso, la pre-concentración y 
el clean-up del analito. 

 

En resumen, los procedimientos vibracionales desarrollados durante 
esta Tesis Doctoral son válidos para la determinación de analitos en una 
gran variedad de productos manufacturados con distintas propiedades 
físicas y químicas. La elección de la metodología más adecuada, en cada 
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caso, deberá realizarse en función de las características intrínsecas del 
analito, de la matriz y, por supuesto, de las exigencias de la determinación. 

 
 
 
Los trabajos que se integran en esta Tesis Doctoral forman parte de los 
proyectos I+D de la Generalitat Valenciana GVO1-249, GVO4B/247 y 
Grupos C3-118 y de la Universitat de València proyecto UV-AE-20050203 
y constituyen una de las líneas de investigación dentro de la actividad que 
ha venido realizando el grupo SOLINQUIANA en el Departamento de 
Química Analítica de la Universitat de València (Estudi General). 
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Abstract: 
The use of different response functions to be optimized in the frame of the use of near 
infrared spectrometry for quality control of active principles in agrochemical formulations 
has been evaluated. Both, simple functions, based on parameters like sensitivity, 
repeatability, accuracy, signal to noise ratio, limit of detection or sample throughput, and a 
complex function, considering all the aforementioned aspects, were employed in the 
developmenrt of a new method for the determination of iprodione in agrochemicals. 
Optimization strategies were based on the previous screening of the most important 
instrumental factors like number of cumulated scans, nominal resolution, mirror velocity 
and zero filling factor, based on a two-level full factorial design and on the search for the 
optimum conditions using central composite designs. 
Data found evidenced the influence of the response function on the optimum values of 
experimental conditions and could be employed as a general guide to evaluate the 
experimental factors in routine use of near spectrometry. 
Keywords: Optimization functions, Near infrared, PLS calibration, pesticide formulations 

 

Introduction 

The term optimization refers to an experimental 

design applied to determine in an efficient way 

the set of conditions that are required to obtain a 

product or process with desirable, often optimal, 

characteristics. 

 Actual optimization strategies try to obtain the 

largest number of good quality  

 

* Corresponding author. Tel.: +34 96 354 3158; fax: 
+34 96 354 4838. 
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Garrigues).  

information carrying out a limited number of  

experiments [1].  

The traditional one-at-a-time optimization 

strategy is simple and easy, and the individual 

effects of medium components can be seen on a 

graph without the need to revert to statistical 

analysis. Unfortunately, it frequently fails to 

locate the region of optimum response because 

the joint effects of factors on the response are not 

taken into account in such procedures [2]. On the 

other hand, the univariate optimization implies 

the continuous iteration until the best conditions 
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are obtained, thus involving a big number of 

experiments. 

Multivariate optimization strategies involve the 

simultaneous consideration of as many as 

possible experimental variables and their 

concomitant effects which are considered in a 

series of sequential or simultaneous experiments. 

One kind of sequential optimization strategy is 

based on the Simplex algorithm, which is useful 

for any type and number of parameters. The 

Simplex method has serious drawbacks mainly 

derived from its limited searching capability. The 

procedure is a hill climbing method in which the 

direction and increment of advance is dependent 

only on the experimental responses. The Simplex 

method will find an optimum but it might be a 

local optimum and no reversal order is detected. 

A possible route to avoid that a local optimum 

may be considered as a global optimum is to 

repeat the procedure with a different starting 

position. Consequently, super modified Simplex, 

weighted centroid methods have been advocated. 

Another drawback of the Simplex method is the 

large number of experiments and the total time 

needed to reach the optimum [3]. 

On the other hand, the so-called simultaneous or 

factorial, designs are used to determine the 

collective influence of a large number of factors 

on the variance in the results of a process. The 

simplest experimental design is a full factorial 

design (FFD) in which each factor can assume 

two levels. A two level full factorial design is a 

design where all combinations of parameter 

levels are made. This type of design would allow 

the determination of all main effects as well as all 

interaction effects. Since it is time consuming to 

perform as many experiments, a fraction of the 

full factorial design is commonly utilized. 

Fractional factorial design (fFD) is a fraction of a 

full factorial design and, whilst a reduction in the 

number of experiments leads to some loss of 

information, this procedure maintains the 

statistical ability to identify the influence of each 

parameter and to check possible interactions 

between parameters. The linear model taking 

account interaction effects between factors 

obtained from a two level design may lead to 

erroneous conclusions about factor effects in the 

case where curvatures (second order effects) are 

neglected. In that case, a three level factorial 

design can be used. 

A central composite design (CCD) consists of a 

2d factorial runs (or fractional factorial of 

resolution V), 2d axial or star runs and n center 

runs. Six replicates at the center point of the 

design and a pair of experiments along each 

coordinate axis permit to calculate the 

experimental error of the process and to 

determine response surfaces and the 

corresponding contour plots. For design with few 

variables the experiments to choose are obvious 

but for larger series computer aided selections are 

mandatory. Data from a CCD can be evaluated 

and plotted as a response surface by combining a 

statistical procedure that fits a quadratic response 

surface model to the data. Response surfaces can 

provide a graphical representation of the data 

over the range of the key parameters under study. 

It is increasingly common to find examples in 

the bibliography of the application of 
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experimental design methodology in the 

optimisation of methods of extraction and 

analysis [4,5]. 

A very important step in experimental design is 

the selection of the response to be investigated. 

Usually, one models each response separately 

and tries to find the factor values yielding the 

highest or lowest response, but in practice, it is 

common that these results be conflicting. So, the 

response selection is a critical stage in the 

optimisation. It is common to optimise 

parameters such as the peak height or area [6], 

the variability [7], the correlation coefficient or 

other more complex functions [8] which 

indirectly evaluate the sensitivity, precision, 

sample throughput or cost. However, in our 

knowledge there is no precedent on the 

systematic optimization of quality control 

methodologies of agrochemical products based 

on the use of vibrational spectrometry. 

Nowadays, there is an ongoing interest to 

develop safe, fast, reliable and cost effective 

analytical methods for the quality control of 

commercial products. In short, the aim of the 

present paper is to study the different possible 

responses to be optimized (sensitivity, 

precision, accuracy, limit of detection, signal to 

noise ratio and sample throughput), to compare 

and to establish the global-optimum conditions 

in the quality control analysis of commercially 

available formulations through the use of NIR 

spectrometry. In this sense, Iprodione, 3-(3,5-

dichlorophenyl)-N-(1-methylethyl)2,4-dioxo-1-

imidazoline-carboxamide, a dicarboximide 

contact fungicide used for a wide variety of 

crop diseases on vegetables, ornamentals, pome 

and stone fruit, root crops, cotton, and 

sunflowers as a post harvest fungicide has been 

selected as test molecule [9]. 

Iprodione is slightly toxic by ingestion, with 

reported oral LD50 values of 3500 mg/kg in rats. 

Iprodione is manufactured in several 

commercially available pesticide formulations 

as dusting powder, soluble concentrated or 

wetting powder [10]. 

The use of near infrared (NIR) has been 

proposed as a fast and environmentally friendly 

alternative to the use of chromatographic 

procedures for the determination of active 

principles in pesticide formulations and there 

are available methods for the determination of 

Diuron (11) and Buprofezin (12), which provide 

comparable values to those obtained by the 

CIPAC recommended methods (13). However, 

in our best knowledge there is no precedent on 

the use of NIR for the determination of 

Iprodione. 

 

Experimental 
 

Apparatus and reagents 
 

A Bruker MPA (Bremen, Germany) Fourier 

transform near infrared (FT-NIR) spectrometer 

equipped with a quartz beamspliter, an air 

cooled NIR source, an InGaAs detector was 

used in this study. For measurement control, 

data acquisition and spectra treatment, the 

OPUS program, from Bruker was used. 

For the optimization of the NIR instrumental 

parameters, the Minitab® Release 14 statistical 
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software from Minitab Inc. (State College, PA, 

USA) was used. 

A Hewlett-Packard HPLC Series 1050 High 

Performance Liquid Chromatograph, eqquiped 

with a variable wavelength UV-Vis detector and 

a reversed phase C-18 (Kromasil) column of 

250 mm length and 4.6 mm i.d. with 5 µm 

particle diameter, was employed for the analysis 

of the pesticide formulations, being used this 

methodology as a reference procedure for the 

validation of NIR measurements. 

Iprodione PESTANAL® grade standard (99.8 % 

w/w) was supplied by Fluka (Buchs, 

Switzerland). Analytical grade acetonitrile 

supplied by Scharlau (Barcelona, Spain), was 

employed for the preparation of samples and 

standards. Iprodione wettable powder 

commercial formulations, containing a declared 

value of 50 % w/w, were obtained directly from 

the Spanish market. 

 

Reference procedure 
 

30 mg sample were accurately weighed, inside a 

25 ml volumetric flask and diluted to the 

volume with acetonitrile, being sonicated during 

5 minutes in an ultrasound water bath to extract 

Iprodione from the matrix. 1 ml of the extract 

was diluted to 25 ml and filtered through a 0.22 

µm nylon filter. 10 µl of this latter solution 

were directly injected in a 85:15 

acetonitrile:water mobile phase, at 1 ml min-1 

carrier flow and Iprodione determined in the 

isocratic mode by absorbance measurements at 

229 nm. Area values of the chromatogram peak 

obtained at 4.2 min for samples were 

interpolated in an external calibration line 

established from the measurement of six 

standard solutions of Iprodione containing from 

5.85 to 23.40 mg l-1. 

Calibration line obtained in the aforementioned 

conditions was A=(-0.2 ± 0.2) + (21.853 ± 

0.014)CIP with a R2=0.99996 for Iprodione, 

concentrations expressed in mg l-1. The 

repeatability, established as the relative standard 

deviation, was 0.1 % for five independent 

analysis of a 5.85 mg l-1 Iprodione standard and 

a limit of detection of 0.016 % w/w was 

achieved by this procedure. 

 

FT-NIR procedure 
 

15-20 mg of sample were dissolved with 750 

mg acetonitrile by ultrasonic shaking for two 

minutes. This solution was filtered and 

transferred to a glass vial of 6.5 mm i.d. used as 

measurement cell. The FT-NIR spectrum was 

recorded from 12500 to 4000 cm-1 employing a 

background spectrum of the cell filled with 

acetonitrile measured in the same instrumental 

conditions used for samples. 

A calibration line was established from 

Iprodione standard solutions in acetonitrile, in 

the concentration range between 5.25 and 27.58 

mg g-1, by measuring peak area values between 

4915 and 4867 cm-1 corrected using a two 

points baseline defined between 4982 and 4810 

cm-1. Sample spectral data obtained in the same 

conditions as standards, were interpolated in  

the Iprodione calibration line. 
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Optimization procedure and experimental 

design 
 

As indicated before, the optimization procedure 

involved two steps: i) the screening of 

significant instrumental variables affecting the 

function under study through a FFD and ii) the 

optimization of the functions through a CCD. 

 

Screening by a fractional factorial design 

(FFD) 
 

A 24 full factorial design, with a complete 

repetition and one center point performed in one 

run resulting in a total of 33 experiments, was 

employed to determine the instrument variables 

of the NIR spectrometry determination that 

affects significantly the different functions 

under study. 

The number of cumulated scans, nominal 

resolution, mirror velocity and zero filling 

factor were selected as potentially affecting 

variables on the NIR transmission 

measurements. The setting of the four factors is 

given in Table 1. Each factor had the chance to 

be examined at a high level (+) and a low 

setting (-), and the corresponding center point 

(0), respectively. All the experiments were 

performed in a random order to avoid trends in 

data found. 

Different functions were selected as response to 

be optimized, such as: i) sensitivity (s), as the 

slope of the calibration line in mg g-1 Iprodione 

per peak area values; ii) repeatability (% RSD), 

established as relative standard deviation; iii) 

accuracy relative error of the results (% Er) 

obtained by the NIR method for three 

commercial formulations of Iprodione with 50 

% w/w concentration, compared with the 

chromatography reference procedure; iv) the 

limit of detection (LOD), established as three 

times the standard deviation of a blank signal 

divided by the slope of the calibration curve; v) 

signal to noise ratio (S/N), being established as 

the area, between 4915 and 4867 cm-1 corrected 

using a two points baseline defined between 

4982 and 4810 cm-1, of a 5.25 mg g-1 Iprodione 

standard solution divided by the noise obtained 

in the aforementioned region for an acetonitrile 

blank solution and vi) sample throughput, 

established as the number of measurements per 

hour. 

Once the experiments were performed, the 

resulting normal probability plot is calculated 

and the effects were classified in significant and 

no significant using a confidence level of 95 % 

(α=0.05). 

 

Optimization by a central composite design 

(CCD) 
 

The instrumental variables that affect NIR 

determination significantly were optimized with 

a CCD design for each one of the response 

functions defined. Due to limitations in 

instrumentals variables it is not possible to 

apply a central composite circumscribed design 

(CCC) and the central composite face centred 

(CCF) design was used. In all the cases it was 

selected a value of α=1, for the design of axial 

points. The factors used on the CCD design 
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where those that affect significantly the 

different response functions studied. The 

responses were those used in the screening by  

FFD. 

The analysis of the response surfaces can be 

done in several ways. The most immediate way 

of concluding the optimum conditions is the 

graphical inspection of the surfaces, since the 

3D pictures give the complete overview of the 

systems. But when the number of factors is 

higher than 2, the response surfaces are 

projections of the response over two of the 

factors, and the graphical approach is not a 

correct way to get the optimum. In those cases, 

the Minitab’s Response Optimizer application 

can be used to identify the combination of input 

variable settings that jointly optimize a single 

response or a combination of responses. The 

desirability (d) is a measure of how well the 

model has satisfied the combined goals for all 

the responses. Desirability has a range from 0 to 

1, and takes into account the responses 

considered in the optimization. Optimal 

conditions are achieved when the membership 

value is close to 1. 

 

Results and discussion 
 

Screening of significant instrumental variables 

in the NIR determination 
 

As a preliminary step for optimization, the most 

important instrumental factors were screened by 

applying the two-level full factorial design as 

indicated in the Experimental section.  

The experimental design and the results of the 

FFD observations for each one of the 

optimization functions considered are 

summarized in Table 1. The main effects of the 

factors on the different responses studied are 

presented in Figure 1. 

As can be seen, the sensitivity of the proposed 

methodology is affected by only a variable 

which is the nominal resolution and as the 

nominal resolution of NIR spectra increases, the 

sensitivity decreases. The repeatability of the 

procedure is significantly influenced by the 

number of cumulated scans and the mirror 

velocity. The accuracy relative error of the 

procedure is not affected by the studied factors 

if samples and standards were measured in the 

same instrumental conditions, as can be seen in 

Figure 1C. So this response was not taken into 

account in the optimization of the instrumental 

conditions.  

The limit of detection is affected mainly by 

number of cumulated scans and the combined 

effect of this factor with nominal resolution and 

mirror velocity. On the other hand, the signal to 

noise ratio is affected by the nominal resolution 

and by the joint effect of nominal resolution and 

number of cumulated scans. The sample 

throughput is affected by the number of 

cumulated scans, the nominal resolution, the 

mirror velocity and the corresponding shared 

effects. 
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Optimization of the key factors 
 

As can be seen in Figure 1, sensitivity is only 

dependent on the nominal resolution. So, a 

monoparametric study was undertaken to 

optimize this response. Figure 2 shows that the 

highest sensitivity was obtained when a 

minimum nominal resolution of 1 cm-1 was 

used. 

In order to optimize the factors that affect 

significantly the repeatability, a central 

composite design was studied. According to 

Minitab, a full factorial CCD design of two 

factors (number of cumulated scans and mirror 

velocity) consisted of 14 runs made per 

duplicate (28 total combinations) in a single 

block (8 cubic points with 6 center points in 

cube and 8 axial points with 6 axial center 

points), and the details are indicated in Table 2. 

As can be seen in Figure 3A, the optimum 

values to improve the signal repeatability of  

 

Table 1 

Experimental design of the 24 full factorial model for the screening of factors which affect NIR 

measurements 
 

 Experimental conditions Results of the optimization functions 

Trial Scans Resolution 
cm-1 

Mirror 
velocity 

kHz 

Zero filling 
factor S % RSD % Er LOD S/N throughput Complex 

function 

1 - + - - 0.1384 0.6 0.4 0.007 95847 621 28.7 
2 + + - + 0.1394 0.9 0.6 0.02 35551 63 3.7 
3 - + - + 0.1394 0.08 0.5 0.02 416825 621 25.6 
4 - + - - 0.1374 0.56 0.07 0.007 48439 623 25.3 
5 - - + - 0.1482 0.13 0.8 0.02 49723 468 11.6 
6 - - - + 0.1484 0.13 0.9 0.013 53977 118 2.9 
7 + + - + 0.1384 0.89 0.06 0.03 25900 62 1.0 
8 - + + - 0.1387 0.07 1.2 0.010 201116 2400 1214.1 
9 + - + + 0.1479 0.21 0.8 0.012 31089 47 3.6 

10 - + + - 0.1377 0.09 0.4 0.010 135077 2410 418.5 
11 - + + + 0.1398 0.05 0.9 0.03 232373 2400 907.4 
12 - + - + 0.1384 0.09 0.10 0.02 75042 620 68.4 
13 + - + - 0.1479 0.26 0.7 0.013 37475 47 13.6 
14 + + - - 0.1388 0.29 0.9 0.03 46166 63 0.6 
15 + - + + 0.1469 0.19 0.3 0.012 21789 50 2.7 
16 - - + + 0.1481 0.07 1.0 0.04 30587 468 10.5 
17 + - - - 0.1481 0.16 0.7 0.018 60205 12 1.6 
18 - - + - 0.1476 0.14 0.5 0.02 33148 467 16.8 
19 + - + - 0.1469 0.28 0.2 0.013 26392 51 5.2 
20 0 0 0 0 0.1465 0.39 1.5 0.04 37656 146 4.6 
21 + - - + 0.1489 0.13 1.0 0.008 63078 12 1.7 
22 - - - - 0.1488 0.31 2.3 0.04 27270 118 6.5 
23 + + + - 0.1392 0.63 1.7 0.07 52506 240 23.2 
24 - + + + 0.1388 0.04 0.3 0.03 61977 2350 516.7 
25 + + - - 0.1378 0.31 0.11 0.03 29026 59 2.8 
26 + + + - 0.1382 0.60 0.19 0.07 20489 241 1.7 
27 + + + + 0.1397 0.22 2.1 0.07 44458 240 7.5 
28 + - - + 0.1479 0.12 0.4 0.008 49009 13 3.3 
29 - - - + 0.1474 0.10 0.4 0.014 43624 120 1.4 
30 + - - - 0.1471 0.14 0.13 0.018 43376 14 1.4 
31 - - - - 0.1478 0.30 0.5 0.04 16741 115 2.2 
32 - - + + 0.1471 0.08 0.3 0.04 24330 451 9.1 
33 + + + + 0.1386 0.20 0.012 0.07 19469 242 91.7 

 

Details on the optimization functions employed are indicated in the Experimental section. 

Where number of cumulated scans (scans) varied from 10 to 100 (- and + in codified values, respectively, being 0, 

50 cumulated scans per spectrum); nominal resolution varied from 2 to 16 cm-1      (- and +), being 0, 8 cm-1 

nominal resolution), mirror velocity factor varied from 5 to 20 kHz (- and +), being 0, 10 kHz mirror velocity) and 

zero filling factor varied from 2 to 16 (- and +), being 0, 8 zero filling). 
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Fig. 1. Normal probability plot in the full factorial 24 design for the different response functions under study: □, 

significant effect; •, not significant effect. Factor: A= number of cumulated scans, B= nominal resolution, C= 

mirror velocity, D= zero filling. 
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Iprodione were 10 scans per spectrum and 20 

kHz mirror velocity. 

Number of cumulated scans, nominal resolution 

and zero filling were the factors to be optimized 

when the limit of detection was chosen as 

response. So, a central composite design of 

these factors consisted of 20 runs made per 

duplicate (40 total combinations) in two 

different blocks (16 cubic points with 8  

center points in cube and 12 axial points with 4 

center points in axial), and the details are 

illustrated in Table 3. Optimum conditions for 

response of each factor were calculated using 

the desirability function (target value: 0.08 mg 

g-1, maximum acceptable: 0.2 mg g-1). As can 

be see in Figure 4A, the optimum conditions to 

improve the LOD of Iprodione were 10 

cumulated scans, 16 cm-1 nominal resolution 

and 22.6 zero filling factor. However, due to the 

instrumental limitations a 16 zero filling factor 

was selected. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2. Monoparametric study of the effect of the 

resolution on the sensitivity obtained for Iprodione 

determination. 

 

To optimize the factors according to the signal 

to noise ratio a CCD design of two factors 

(number of cumulated scans and nominal 

resolution) consisted of 13 runs made per 

duplicate (26 total combinations) in a single 

block (8 cubic points with 10 center points in 

cube and 8 axial points with 0 axial center 

points), and the details are summarized in Table 

4. In this study 50 scans per spectrum and 16 

cm-1 resolution were obtained as the optimum 

values (see Figure 3B). 

 

Using sample throughput as response, a central 

composite design of three factors consisted of 

20 combinations made per duplicate (40 total 

combinations) in a single block (16 cubic points 

with 12 center points in cube and 12 axial 

points with 0 axial center points), and the 

details are indicated in Table 5. Optimum 

conditions for the response of each factor were 

calculated using the desirability function (target 

value: 2100 h-1, minimum acceptable: 100 h-1). 

The optimum conditions obtained were 10 scans 

per spectrum, 16 cm-1 nominal resolution and 

20 kHz mirror velocity, as can be seen in Figure 

4B.  

 
Evaluation of the optimum conditions 

studied 

 

Table 6 summarizes the different optimum 

values obtained depending on the response 

function employed. As can be seen, the 

sensitivity reaches the optimum value when a 

nominal resolution of 1 cm-1 is used. However, 

Sl
op

e 
va
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e 

Nominal resolution / cm-1 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 
133 

other analytical parameters, such as S/N ratio, 

LOD or sample throughput uses 16 cm-1 

nominal resolution to obtain the optimum value. 

In the same way, to obtain the best S/N ratio it 

is required to accumulate 50 scans per spectrum 

but this value is not appropriate for 

repeatability, LOD or sample throughput used 

as response functions.  

 
Table 2 

Experimental design of the 22 central composite 

model for the evaluation of the optimum conditions 

to obtain the best repeatability 
 

Trial Scans Mirror velocity / kHz % RSD 

1 0 0 0.06 
2 + + 0.05 
3 + - 0.07 
4 0 0 0.05 
5 0 0 0.05 
6 0 0 0.04 
7 0 0 0.04 
8 + + 0.04 
9 - + 0.05 
10 0 0 0.03 
11 - + 0.04 
12 - - 0.06 
13 + - 0.05 
14 - - 0.03 
15 - 0 0.02 
16 - 0 0.04 
17 + 0 0.03 
18 0 0 0.04 
19 0 0 0.03 
20 0 0 0.03 
21 + 0 0.03 
22 0 0 0.03 
23 0 0 0.03 
24 0 - 0.05 
25 0 + 0.01 
26 0 - 0.04 
27 0 + 0.03 
28 0 0 0.03 

 
Where number of cumulated scans (scans) varied 

from 10 to 50 (- and + in codified values, 

respectively, being 0, 30 cumulated scans per 

spectrum) and mirror velocity varied from 5 to 20 

kHz (- and +), being 0, 10 kHz mirror velocity. 

Table 3 

Experimental design of the 23 central composite model 

for the evaluation of the optimum conditions to obtain 

the best limit of detection 
 

Trial Scans Resolution 
 cm-1 

Zero 
filling 

LOD 

1 0 0 0 0.012 
2 + - - 0.005 
3 - + - 0.011 
4 - + + 0.0005 
5 0 0 0 0.013 
6 + - + 0.013 
7 0 0 0 0.016 
8 - - + 0.011 
9 0 0 0 0.018 
10 + + + 0.021 
11 + + - 0.020 
12 + - - 0.016 
13 0 0 0 0.020 
14 0 0 0 0.011 
15 - - - 0.019 
16 + + - 0.013 
17 - - + 0.013 
18 0 0 0 0.010 
19 + + + 0.021 
20 - - - 0.019 
21 + - + 0.019 
22 0 0 0 0.015 
23 - + - 0.007 
24 - + + 0.011 
25 + 0 0 0.021 
26 0 0 - 0.024 
27 0 + 0 0.025 
28 0 - 0 0.006 
29 - 0 0 0.025 
30 0 0 0 0.024 
31 0 0 0 0.023 
32 0 0 + 0.018 
33 0 0 0 0.019 
34 0 0 0 0.024 
35 0 + 0 0.023 
36 - 0 0 0.016 
37 0 - 0 0.009 
38 0 0 + 0.025 
39 0 0 - 0.028 
40 + 0 0 0.012 

 
Where number of cumulated scans (scans) varied 

from 10 to 50 (- and + in codified values, 

respectively, being 0, 30 cumulated scans per 

spectrum); nominal resolution varied from 2 to 16 cm-

1 (- and +, being 0, 8 cm-1 nominal resolution) and 

zero filling factor varied between 2 to 32 (- and +, 

being 0, 16 zero filling). 
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It is clear that the obtained results are 

conflicting, thereby supporting the importnace 

of the optimization function on the experimental 

conditions obtained as the best ones. However it 

is clear that in the real world there is no interest 

on a single analytical figure of merit and, 

because of that, it was assigned a complex 

function, in which a combination of the 

considered analytical parameters with their 

respective weights, was defined. 

It was taken into consideration that the NIR 

analytical procedure for the determination of 

Iprodione was developed for the quality control 

of commercially available formulations, and 

thus, a hierarchical estimation of the importance 

of the considered parameters was established. 

For example, the maximum importance of the 

analytical productivity was fixed at a level of 4, 

the repeatability and sensitivity in a reduced 

level of 3 and 2 respectively and considered 

signal to noise ratio and LOD only as residual 

parameters with a level of importance of 1. So, 

it can be defined the following optimization 

function:  

LODR
tS/NS

Response
0909.0×2727.0

3636.0×0909.0×1818.0
=

 

where S, S/N, t, R and LOD are the sensitivity, 

signal to noise ratio, sample throughput, 

repeatability and limit of detection, 

respectively. 

 

 

 

 

Table 4 

Experimental design of the 22 central composite 

model for the evaluation of the optimum conditions 

to obtain the best signal to noise ratio 
 

Trial Scans Resolution 
 cm-1 

S/N 

1 0 0 233579 
2 0 0 234119 
3 + - 116853 
4 - + 432795 
5 0 - 141110 
6 0 0 172845 
7 + 0 179014 
8 0 0 210418 
9 - 0 216892 
10 0 0 287363 
11 0 + 699564 
12 + + 214549 
13 + - 141855 
14 0 0 169843 
15 0 0 213834 
16 - - 116147 
17 + + 1172281 
18 - 0 220551 
19 0 0 357871 
20 0 + 560926 
21 - - 119245 
22 + 0 207923 
23 0 0 410022 
24 - + 718589 
25 0 - 121836 
26 0 0 190858 

 
Where number of cumulated scans (scans) varied 

from 10 to 50 (- and + in codified values, 

respectively, being 0, 30 cumulated scans per 

spectrum) and nominal resolution varied from 2 to 16 

cm-1 (- and +, respectively, being 0, 8 cm-1 nominal 

resolution). 

 

In this function the accuracy is not present 

because it was probed that this parameter does 

not depend on the experimental conditions 

studied when standards and samples are 

measured in the same conditions, as it has been 

aforementioned. 
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This function has been used as response in the 

full factorial design described in the results and 

discussion section, taking into account that only 

the number of cumulated scans, nominal 

resolution, mirror velocity and the 

corresponding shared effects affect significantly 

the response (see Figure 5A). 

For the complex response function a central 

composite design of three factors, similar to 

those applied for the analysis of sample 

throughput, was constructed (results are shown 

in Table 5). The optimum conditions for 

response of each factor were calculated using 

the desirability function (target value: 2300, 

minimum acceptable: 10). So, 10 scans per 

spectrum, 16 cm-1 nominal resolution and 20 

kHz mirror velocity were the optimum 

conditions obtained for this response as can be 

seen in Figure 5B. 

 

Analytical figures of merit of the developed 

procedure 

In the experimental conditions optimized for the 

complex function it was obtained the main 

analytical figures of merit of the NIR method 

developed and, it can be seen from Table 7 that, 

although the limit of detection is three orders of 

magnitude better in the chromatographic 

procedure, the residue generation is reduced 

from 50 ml to 1 ml of acetonitrile and the 

sample throughput is increased from 12 to 2400 

h-1, obtaining a repeatability, as relative 

standard deviation of the same order than that 

obtained by the reference method. 

 

Analysis of commercial formulations of 

agrochemicals 

Three different lots of a wettable powder 

commercial formulation, containing a declared 

value of 50 % w/w Iprodione were analyzed by 

both, the NIR procedure and the reference 

chromatographic method and concentration 

values of 49.90 ± 0.15, 48.80 ± 0.15 and 50.00 

± 0.12 were obtained being comparables to 

48.94 ± 0.03, 49.04 ± 0.02 and 50.22 ± 0.02, 

with a relative man accuracy error of 0.96%. 

So, it can be concluded that the method 

developed is suitable as an accurate alternative 

to the chromatographic determination offering 

the additional advantage of the absence of 

residues, because the use of glass vials for 

direct determination of Iprodione in samples 

treated with acetonitrile permits to use the 

sample cells as recipients to store the samples 

for further comparative studies. 
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Fig. 3. Surface plot of the theoretical responses: 3A) %RSD as a function of the number of scans and mirror 

velocity and 3B) S/N ratio as a function of number of scans per spectrum and nominal resolution. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Representation of four-dimensional response surface for LOD (4A) and sample throughput 

(4B) as a function of the experimental parameters which significantly affect these functions. Note: 

“y” indicates the value obtained as the optimum, and “d” the desirability in the optimum conditions. 

Hi, Lo and Cur correspond to the high, low and optimum values of the experimental variables. 
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Table 5 

Experimental design of the 23 central composite model for the evaluation of the optimum conditions to obtain the 

best sample throughput and the maximum value of a complex function which includes all the analytical 

characteristics together. 
 

Trial Scans Resolution / cm-1 Mirror velocity Sample throughput Complex function 
1 0 0 + 503 7.0 
2 0 0 - 130 3.0 
3 + + - 127 1.1 
4 - - + 467 23.9 
5 + 0 0 154 10.8 
6 0 0 + 503 41.4 
7 + + + 481 132.1 
8 0 0 0 257 44.7 
9 + + + 481 110.0 
10 0 0 0 257 35.2 
11 0 0 - 130 9.1 
12 - + + 2416 2309.5 
13 - + - 636 170.9 
14 0 0 0 257 32.5 
15 0 0 0 249 25.0 
16 + - - 24 3.8 
17 + - + 93 4.7 
18 - + + 2056 794.5 
19 0 0 0 257 29.4 
20 0 - 0 78 5.5 
21 + - - 24 6.4 
22 - 0 0 772 48.4 
23 0 0 0 242 18.3 
24 - - + 467 7.5 
25 - 0 0 772 152.7 
26 - - - 118 4.9 
27 0 - 0 74 4.7 
28 + 0 0 154 2.1 
29 - + - 636 47.8 
30 - - - 118 4.2 
31 0 0 0 257 7.0 
32 0 0 0 257 5.9 
33 0 0 0 252 10.8 
34 0 0 0 257 15.0 
35 0 0 0 257 4.6 
36 + - + 93 5.1 
37 0 0 0 257 5.0 
38 + + - 127 3.3 
39 0 + 0 415 11.9 
40 0 + 0 415 15.8 

 

Where number of cumulated scans (scans) varied from 10 to 50 (- and + in codified values, respectively, being 0, 

30 cumulated scans per spectrum); nominal resolution varied from 2 to 16 cm-1 (- and +), being 0, 8 cm-1 nominal 

resolution and mirror velocity factor varied from 5 to 20 kHz (- and +), being 0, 10 kHz mirror velocity. 
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Fig. 5. Optimization of the experimental variables on using a complex function which includes all the 

analytical figures of merit. 5A) Normal probability plot in the full factorial 24 design for the complex 

function. Note: □, significant effect; •, not significant effect. Factor A= number of cumulated scans, 

B= nominal resolution, C= mirror velocity, D= zero filling. 5B) Representation of four-dimensional 

response surface for the complex function y. See legend of Figure 4 for details. 
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Table 6 

Different optimum conditions obtained in function of the response evaluated. 
 

Response Scans Resolution / cm-1 Mirror velocity / kHz Zero 
fillinga 

Sensitivity - 1 - - 
Repeatability 10 - (20) 17.5* - 
Accuracy - - - - 
S/N 50 16 - - 
LOD 10 16 - (16) 22.6* 

Sample throughput 10 16 20 - 
Complex function 10 16 20 - 

 

a A zero filling factor of 2 was employed in all the cases as a default value. 
* Due to instrumental limitations the number between brackets was selected as optimum. 

 

Table 7. Figures of merit of NIR determination of Iprodione. 

Regression line A=(0.02 ± 0.02) + (0.1387 ± 0.0007) CIprodione (mg g-1) 

Sensitivity 0.1387 

LOD (mg g-1) 0.010 

Repeteability (% RSD) 0.07 

Sample througput (h-1) 2400 

Reagent consume (ml) 1 
 

 

Conclusion 
 

Results obtained in the optimization of 

different analytical responses separately for 

the NIR determination of Iprodione in 

agrochemicals are contradictories. So, the 

usefulness of the use of complex functions 

including several parameters has been proved 

for solving the conflict between the 

optimisation of the different analytical 

parameters under study. The use of complex 

function permits us to arrive at a compromise 

solution and to reach a global optimum which 

fulfils the specifications imposed by the 

researcher and because of that we strongly 

recommend to establish carefully the function 

to be optimized to be in agreement with the 

objectives of each work. 

On the other hand, the NIR procedure 

developed could be considered as a fast and 

environmentally friendly alternative to the 

Iprodione determination in agrochemicals by 

liquid chromatography, being evidenced that 

the NIR method is suitable for this kind of 

analysis. 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

140 

Acknowledgement 
 

The authors acknowledge the financial 

support of the Direcció General 

d’Universitats i Investigació de la Generalitat 

Valenciana (Project GV04B/247 and 

Grupos 03-118), Universitat de València 

(Project UV-AE-20050203) and Ministerio 

de Educación y Ciencia (Project CTQ2005-

05604/BQU). S. Armenta also acknowlwdges 

the FPU Grant of the MECD (Ref. AP2002-

1874). 

 

 

References 
 

[1] R.V. Lenth, J. Am. Stat. Assoc., 2002, 97, 

924-924. 

[2] C.F. Jeff Wu and M. Hamada, in 

Experiments: Planning, Analysis, and 

Parameter Design Optimization, ed. John 

Wiley and sons Inc, Chichester, England, 

2000. 

[3] N.R. Draper and D.K.J. Lin, in Response 

surface designs.  Handbook of Statistics, 

1996, 13, 343-375. 

[4] A.M. Siouffi and R. Phan Tan Luu, J. 

Chromatogr. A, 2000, 892, 75-106. 

[5] J.L. Gomez-Ariza,, T. Garcia-Barrera, F. 

Lorenzo and A. Gustavo  Gonzalez, Anal. 

Chim. Acta, 2005, 540, 17–24. 

[6] M.I. Acedo-Valenzuela, T. Galeano-Díaz, N. 

Mora-Díez and A. Silva-Rodríguez, Talanta, 

2005, 66, 952-960. 

[7] M. E. Rueda, L. A. Sarabia, A. Herrero and 

M. C. Ortiz, Anal. Chim. Acta, 2003, 479, 

173-184.  

[8] F. Safa and M.R. Hadjmohammadi, Anal. 

Chim. Acta, 2005, 540, 121-126.  

[9] Extension Toxicological Network 

(EXTOXNET), University of California-

Davis, Oregon State University, Michigan 

State University and the University of Idaho, 

1996. 

http://ace.orst.edu/info/extoxnet/pips/ghindex.

html. 

[10] Infoagro.com, 2001. 

http://www.infoagro.com/agrovademecum/  

[11] J. Moros, S. Armenta, S. Garrigues, M. de la 

Guardia, Anal. Chim. Acta, 2005, 543, 124–

129 

[12] S. Armenta, J. Moros, S. Garrigues, M. de la 

Guardia, J. Near Infrared Spec., 2005, 13, 

161-168. 

[13] Collaborative International Pesticides 

Analytical Council, CIPAC Methods, 

Abingdon, England. http://www.cipac.org 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

141 

 
 
 
 
 
 
 
 
Automated Fourier transform near infrared 

determination of buprofezin in pesticide formulations 

 

 

 
Sergio Armenta, Javier Moros, Salvador Garrigues and Miguel 
de la Guardia 
Department of Analytical Chemistry, Universitat de València. Edifici Jeroni Muñoz, 
50th Dr Moliner, 46100 Burjassot, Valencia, Spain. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Journal of Near Infrared Spectroscopy 13 (2005)161-168. 

 

Impact factor of this journal (2004): 1.027 
Source: Journal citation reports ISI Web of Knowledge, 2004. 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

142 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

143 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

146 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

148 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 150

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ATTENUATED TOTAL 
REFLECTANCE SPECTROSCOPY 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 151

 
 
 
 
 
 
Attenuated total reflection-Fourier transform infrared 
analysis of the fermentation process of pineapple 
 
 
 
Sergio Armentaa, Salvador Garriguesa, Miguel de la Guardiaa 
and Philippe Rondeaub 
aDepartment of Analytical Chemistry, Universitat de València. Edifici Jeroni Muñoz, 
50th Dr Moliner, 46100 Burjassot, Valencia, Spain. 
bLaboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire, Faculté des Sciences et 
Technologies, Université de la Réunion, BP 7157, 97715 Saint-Denis, France. 
 
 
 
 
 
 
Analytical Chimica Acta 545 (2005) 99-106. 
 
Impact factor of this journal (2004): 2.588 
Source: Journal citation reports ISI Web of Knowledge, 2004. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 152

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 153

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 154

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 155

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 156

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 157

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 158

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 159

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 160

 

 

 

 
 
 
 
 
 

DIFFUSE REFLECTANCE 
SPECTROSCOPY 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 161

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quality control of agrochemical formulations by 
diffuse reflectance near infrared spectrometry 
 
 
Sergio Armenta, Salvador Garrigues and Miguel de la Guardia 
Department of Analytical Chemistry, Universitat de València. Edifici Jeroni Muñoz, 
50th Dr Moliner, 46100 Burjassot, Valencia, Spain. 
 
 
 
 
 
 
Analytical Chimica Acta Sent for publication 2006. 
 
Impact factor of this journal (2004): 2.588 
Source: Journal citation reports ISI Web of Knowledge, 2004. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral                                                                        Sergio Armenta Estrela 

 
162 

Quality control of agrochemical formulations by diffuse reflectance 

near infrared spectrometry 

 

Sergio Armenta, Salvador Garrigues*, Miguel de la Guardia 
Department of Analytical Chemistry. Universitat de València. Edifici Jeroni Muñoz, 50th Dr. Moliner 

46100 BURJASSOT. Valencia. SPAIN 

Abstract: 
 

A near infrared-based methodology (NIR) was developed for the determination of 11 
pesticides in commercially available formulations. This solvent free, fast and 
environmentally friendly method was based on the direct measurement of the diffuse 
reflectance spectra of solid samples and a multivariate calibration model to determine the 
active principle concentration in agrochemicals. 
The proposed PLS model was made from a common calibration set composed by 11 well 
characterized commercial samples and 22 additional doped samples (11 under and 11 over 
dosed), and 22 different formulations have been employed as the validation set. For 
Buprofezin, Chlorsulfuron, Cyromazine, Daminozide, Diuron and Iprodione determination, 
the information in the spectral range between 1618 and 2630 nm of the reflectance spectra 
was employed. On the other hand, for Bensulfuron, Fenoxycarb, Metalaxyl, Procymidone 
and Tricyclazole determination the information of the first order derivative spectra in the 
range between 1618 and 2630 nm was used. In both cases, a linear remove correction was 
applied as data pre-treatment. 
The developed PLS/NIR method does not consume any solvent as no sample preparation is 
necessary. So, the developed methodology improves the laboratory efficiency without 
sacrifice the accuracy and avoids the contact of the operator with toxic solvents. 
 

Keywords: Diffuse reflectance, Near infrared, Partial least squares calibration, pesticide 
formulations 
 

Introduction 

Agriculture is the world's major industry, over 50 

percent of the world's population being 

dependent upon agriculture for its livelihood. 
 

* Corresponding author. Tel.: +34 96 354 3158; fax: 

+34 96 354 4838. 

E-mail address: salvador.garrigues@uv.es (S. 

Garrigues).  

In 1974, The World Food Conference recognized 

that a greatly increased use of fertilizers and 

pesticides is among the measures essential for 

achieving the massive expansion needed in food 

production (1). 

It has been evidenced by data reported in 2000 

and 2001 that the world pesticide expenditures 

totalize more than 32.5 billion dollars per year 
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and that the amount used of these products 

exceeded 5.0 billion pounds per year (2). 

Pesticides are intended to effectively control 

organisms that destroy or endanger man’s food, 

health or environment, under some circumstances 

and at concentrations above a certain threshold. 

The registration and sale of a pesticide 

formulation implies a number of different 

controls among which its evaluation, safety and 

composition are the most important. In order to 

characterize a pesticide formulation, it is 

necessary to be able to determine its composition 

and chemical and physical properties. 

Many standardized methods are available to 

analyze technical products and commercial 

formulations, such as those of the Collaborative 

International Pesticides Analytical Council 

(CIPAC) (3) and the Association of Official 

Analytical Chemists (AOAC) (4). 

Chromatographic techniques have been the most 

widely used procedures. However the 

concentration range of the active principles in the 

samples allows that vibrational spectrometry-

based procedures could be employed as a serious 

alternative in the quality control of pesticide 

commercial formulations. 

In the last year a series of methodologies for the 

quality control of agrochemical formulations by 

mid-infrared spectrometry have been developed, 

being available methods for Artemisinin (5), 

Buprofezin (6), Chlorsulfuron (7), Cyromazine 

(8), Fenoxycarb (9), Fenvalerate (10) and 

Metalaxyl (11) determination after their 

extraction in an appropriate solvent, generally a 

chlorinated one.  

Near infrared (NIR) based methodologies have 

been successfully applied in the quality control of 

end products in other industrial areas, such as 

food (12), petrochemical (13), pharmaceutical 

(14), clinical and biomedical (15), and 

environmental (16) sectors. However in the 

agrochemical sector there are only few 

precedents in the quality control of pesticides, 

Diuron (17), Buprofezin (18) and Hexythiazox 

(19) were determined by us in commercial 

formulations, after extraction with acetonitrile 

and subsequent transmittance measurement. 

The main advantages of the NIR spectrometry 

are its non-destructive nature, the possibility to 

analyze products in real time, the low cost of 

equipment maintenance, the fast response times 

and the possibility to measure directly solid 

samples, with no sample pre-treatment. However, 

in most cases the use of chemometrics is required 

to extract relevant information because the 

overlapped bands of the NIR spectra are 

influenced by a number of chemical, physical 

and structural variables. Additionally, the use of 

previously analyzed or synthetic samples as 

calibration sets is necessary to incorporate the 

physical and chemical variability of samples in 

the calibration and to provide an enhancement of 

the predictive capability of the model (14). 

On the other hand, the reduced number of 

available formulations that contain a specific 

pesticide complicates the development of 

classical multivariate calibration models. 

The aim of the present study was to develop a 

direct, fast, accurate, environmentally friendly 

and affordable NIR procedure to the quality 
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control of pesticides in commercial formulations 

and in order to do it, a series of 11 pesticides 

commonly used in the treatment of crops were 

selected and the available formulations in the 

market employed to build a model for the 

analytical control of the production of a factory. 
 

Experimental 

Apparatus and reagents 
 

A Bruker MPA (Bremen, Germany) FT-NIR 

spectrometer equipped with a quartz 

beamspliter, an air cooled NIR source, an 

InGaAs detector and an integrating sphere 

accessory was employed for diffuse reflectance 

measurements. For measurement control and 

data acquisition it was used the OPUS program 

(version 4.1) from Bruker. Spectra treatment 

and data manipulation was carried out using 

Omnic 2.1 software from Nicolet (Madison, 

WI, USA). PLS calibration models were 

established by using TurboQuant Analyst 6.0 

software from Thermo Nicolet Corp. (Madison, 

WI, USA). 

A Hewlett-Packard HPLC Series 1050 (Palo 

Alto, CA, USA) High Performance Liquid 

Chromatograph, equipped with a variable 

wavelength UV-Vis detector and a reversed 

phase C-18 (Kromasil) column of 250 mm 

length and 4.6 mm i.d. with 5 µm particle 

diameter, was employed for the analysis of the 

pesticide formulations, being used this 

methodology as a reference procedure for the 

validation of NIR measurements. 

Bensulfuron (99.5% w/w), Buprofezin (99.1% 

w/w), Chlorsulfuron (99.8% w/w), Cyromazine 

(99.9%, w/w), Daminozide (99.9% w/w), 

Diuron (99.4% w/w), Fenoxycarb (99.7% w/w), 

Iprodione (99.8% w/w), Metalaxyl (99.7% 

w/w), Procymidone (99.1%, w/w) and 

Tryciclazol (99.7% w/w) PESTANAL® reagent 

grade standards were supplied by Fluka (Buchs, 

Switzerland). Acetonitrile and methanol HPLC 

gradient grade were purchased from Scharlab 

(Barcelona, Spain). Calcium carbonate was 

obtained from Probus (Barcelona, Spain) and 

kaolin, technical product, and commercial 

pesticide formulations were obtained directly 

from the local market. 

 

Reference procedure 
 

High performance liquid chromatography 

(HPLC)-based procedures were employed as 

reference methods to analyze the samples. The 

aforementioned procedures and the analytical 

characteristic are summarized in Table 1.  

The indicated amounts of pesticide samples 

were accurately weighted inside 25 ml 

volumetric flasks and diluted to the volume in 

each case with the mobile phase. After 

appropriate dilution, solutions were filtered and 

discrete volumes were directly injected in the 

corresponding mobile phase, at a flow rate of 1 

ml min-1, except in the case of Daminozide for 

which 0.5 ml min-1 was employed. The active 

principles were determined in the isocratic 

mode by absorbance measurements at different 

wavelengths. Area values of the 

chromatographic peaks obtained at the reported 

retention times were interpolated in external 
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calibration lines established from standard 

solutions prepared in the mobile phases 

employed in each case. 

 
Table 1 

High performance liquid chromatography reference procedures and their analytical characteristics for the 

determination of different pesticides in commercial formulations 
 

Pesticide Sample 
amount (mg) 

Volume 
Injected (µl) Mobile phase Wavelength 

(nm) % RSDa LOD 
(µg l-1) 

Bensulfuron 40 20 20:80 ACN:phosphate buffer (pH=3) 250 0.1 77 
Buprofezin 20 20 90:10 ACN:water 240 0.19 62 

Chlorsulfuron 40 20 85:15 MetOH:water (pH=4) 226 0.02 13 
Ciromazine 20 5 25:75 ACN:phosphate buffer (pH=3) 230 0.05 20 
Daminozide 40 20 50:50 MetOH:ammonium acetate 10mM 218 0.15 70 

Diuron 10 20 85:15 ACN:water 254 0.08 27 
Fenoxycarb 40 10 85:15 ACN:water 282 0.2 40 
Iprodione 30 10 85:15 ACN:water 229 0.1 20 
Metalaxyl 80 20 80:20 ACN:water 250 0.11 64 

Procymidone 40 20 90:10 ACN:water 238 0.2 12 
Tricyclazole 15 20 85:15 ACN:water 275 0.06 10 

 
a RSD values were established for four independent analysis of a standard containing a pesticide concentration of 
the order of mg l-1. 
 

PLS/NIR procedure 

Wetting powder samples were introduced in 

standard chromatographic glass vials and the 

reflectance NIR spectra were recorded using 8 

cm-1 nominal resolution and 36 cumulated scans 

per spectra. Water-Dispersible Granules were 

previously homogenized in an agate mortar. 

The proposed PLS model was built using three 

independent measurements of a common 

calibration set composed by 11 well 

characterized commercial samples and 22 

additional doped samples (11 under and 11 over 

dosed). 22 different known formulations were 

used for validation. The 11 over-dosed samples 

were obtained directly by addition to 100 mg of 

commercial pesticide formulations of known 

amounts of the active principle, till to reach a 

spiked amount of the same order than that 

present in the original sample. On the other 

hand, different amounts of an inert ingredient 

present in the commercial formulation (kaolin 

or calcium carbonate), were added to 100 mg of 

pesticide samples till to reach final 

concentrations of a half of the original one in 

order to obtain the 11 under-dosed samples. 

For Buprofezin, Chlorsulfuron, Cyromazine, 

Daminozide, Diuron and Iprodione 

determination, the information in the reflectance 

spectra from 1618 to 2630 nm was employed. 

For Bensulfuron, Fenoxycarb, Metalaxyl, 

Procymidone and Tricyclazole determination 

the first order derivative spectra in the range 

between 1618 and 2630 nm were used. In both 

cases, a linear remove correction was applied. 

The PLS factors used for the determination of 

Bensulfuron, Buprofezin, Chlorsulfuron, 

Cyromazine, Daminozide, Diuron, Fenoxycarb, 

Iprodione, Metalaxyl, Procymidone and 

Tricyclazole were 18, 22, 13, 23, 16, 22, 16, 16, 

17, 19 and 19, respectively. 
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Fig. 1. NIR reflectance zero and first order derivative spectra of the different pesticides under study. Bensulfuron, 
Buprofezin, Chlorsulfuron, Cyromazine, Daminozide, Diuron, Fenoxycarb, Iprodione, Metalaxyl, Procymidone 
and Tryciclazole. Notes: Spectra of standard and commercial formulations containing 60% w/w Bensulfuron, 25% 
w/w Buprofezin, 75% w/w Chlorsulfuron, 75% w/w Cyromazine, 85% w/w Daminozide, 80% w/w Diuron, 25% 
w/w Fenoxycarb, 50% w/w Iprodione, 25% w/w Metalaxyl, 50% w/w Procymidone and 75% w/w Tryciclazole 
were obtained for the solid products placed in glass vials with a base diameter of 10 mm. Spectra were shift on the 
y axis to clearly show their bands. Instrumental conditions: 36 scans, 8 cm-1 nominal resolution. 
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Results and discussion 
 

NIR spectra of pesticide formulations 
 

Figure 1 shows the NIR zero and first order 

derivative reflectance spectra of different 

pesticide standards together with those of 

commercial formulations containing these 

products. All spectra were obtained by diffuse 

reflectance measurements on the solid products 

placed inside chromatographic glass vials with a 

base diameter of 10 mm. 

Figure 1 shows the tremendous possibilities 

offered by the NIR technique to do the direct 

determination of active principles in solid 

agrochemicals due to the number and intensity 

of the bands present in the pesticide spectra 

which can be recognised in the samples. 

Through examination of the spectra depicted in 

Figure 1 the PLS/NIR model for pesticide 

determination can be based on data in the 

spectral range from 1400 to 2630 nm which 

contains the main characteristic near infrared 

bands of the studied products. 

 

PLS determination of pesticides in commercial 

formulations 
 

The possibility to use a multivariate calibration 

technique, such as the partial least squares 

(PLS) for the treatment of the NIR data was 

evaluated based on the use of commercial 

samples to build the calibration set. 

Table 2 shows the analytical features of the use 

of a PLS/NIR model, based on the use of 11 

well characterized commercial samples as 

calibration set, for the determination of the 

selected active principles in pesticide 

formulations as a function of the use of different 

spectral regions and baseline criteria. First order 

derivative spectra were also tested with the aim 

of isolate absorption bands and flatten spectral 

baseline at the same time. 

It must be noticed that all considered pesticides 

were formulated in single products and, because 

of that the model only uses a commercial 

formulation and 10 blanks for the determination 

of each one of the pesticides. 

Mean centering spectra data pre-treatment was 

employed to eliminate common spectral 

information. The leave one out cross-validation 

procedure was used to obtain the best number of 

latent variables for each pesticide using the 

predicted residual error sum of squares 

(PRESS). It has been also indicated the R2 of 

the calibration model, the root mean square 

error of calibration (RMSEC) and the mean 

accuracy errors found as compared data 

predicted by PLS/NIR with HPLC data and the 

% recovery yield obtained for doped samples. 

It is noteworthy that the application of a linear 

removed correction to correct shifts and drifts in 

baseline improves the regression coefficients, 

the RMSEC and the mean accuracy errors 

found. 
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Table 2 
Analytical features of PLS/NIR determination of pesticides in commercial formulations using different calibration 
models. 

 
Data employed (nm)  Analytical characteristics found 

% Recovery 
Region Baseline 

Spectra 
pre-

treatment 
Pesticide Factorsa R2,b RMSECc 

Mean 
accuracy 

Errord (%) UD* OD* 

1618-2630 Linear 
removed None Bensulfuron 6 0.9998 0.336 0.6 129.4 ± 0.1 44 ± 1 

Buprofezin 11 1.0000 0.0084 1.4 90.1 ± 0.2 78.1 ± 0.1 
Chlorsulfuron 11 1.0000 0.0297 1.1 104.6 ± 0.2 92.5 ± 0.2 
Cyromazine 4 0.999 1.07 0.8 110.6 ± 0.3 69.5 ± 0.3 
Daminozide 3 0.98 5.14 5.0 113.6 ± 0.1 77.4 ± 0.7 

Diuron 5 0.997 1.80 1.9 109.6 ± 0.5 113.6 ± 0.3 
Fenoxycarb 3 0.96 1.95 6.2 131.3 ± 0.2 83.3 ± 0.2 
Iprodione 3 0.94 5.01 7.2 96.8 ± 0.6 76.3 ± 0.6 
Metalaxyl 6 0.996 0.614 2.7 138.4 ± 0.5 49.4 ± 0.1 

Procymidone 5 0.9996 0.414 2.4 68.7 ± 0.2 57.9 ± 0.2 

   

Tricyclazole 8 0.99999 0.0819 1.2 118.4 ± 0.3 108.7 ± 0.1 
 

Data employed (nm)  Analytical characteristics found 

% Recovery 
Region Baseline 

Spectra 
pre-

treatment 
Pesticide Factorsa R2,b RMSECc 

Mean 
accuracy 

Errord (%) UD* OD* 

1618-2630 Linear 
removed 

First 
derivative Bensulfuron 5 0.998 1.11 0.7 127.1 ± 0.9 65.8 ± 0.6 

Buprofezin 6 0.99992 0.099 0.9 97.5 ± 0.2 80.6 ± 0.4 
Chlorsulfuron 11 0.99999 0.0879 1.1 101.6 ± 0.7 93.7 ± 0.3 
Cyromazine 4 0.9997 0.551 0.9 115.9 ± 0.8 72.1 ± 0.6 
Daminozide 3 0.996 2.21 1.2 123.2 ± 0.6 92.7 ± 0.2 

Diuron 6 0.9998 0.465 1.4 116.1 ± 0.5 108.6 ± 0.5 
Fenoxycarb 5 0.9990 0.357 0.9 143.2 ± 0.2 98.4 ± 0.2 
Iprodione 6 0.9998 0.253 2.4 110.7 ± 0.3 85.4 ± 0.4 
Metalaxyl 10 0.99997 0.0522 1.0 129.7 ± 0.7 57.1 ± 0.7 

Procymidone 3 0.9995 0.478 2.1 86.2 ± 0.6 66.1 ± 0.2 

   

Tricyclazole 2 0.99 3.02 1.5 114.0 ± 0.2 101.6 ± 0.3 
 
 

a. The number of factors were chosen in order to obtain the minimum PRESS. 
b. R2 is the correlation coefficient of the regression line between predicted and actual values of analyte 
concentration in the calibration set. 
c. Root mean square calibration error for a cross-validation. 
d. Mean accuracy error (%) found from the comparison with results obtained by HPLC. 
*UD: under-dosed samples. OD: over-dosed samples. 
 

 

However, as it can be seen in the table, the 

recovery yield values found by the models that 

use only commercial formulations that contain a 

single active principle as calibration set, were 

unacceptable for the determination of these 

principles in unknown samples. It demonstrates 

the tremendous importance of the physical 

properties associated with the inert ingredients 

of the formulation, such as degree of 

compaction, manufacturing process, etc 

additionally than the recognition of each 

pesticide spectrum in the NIR determination 

and makes necessary the introduction of a serie 

of samples containing different concentrations 

of each pesticide in the calibration set. 

The initial model was improved by addition of 

eleven under and eleven over-dosed samples to 

the calibration set, prepared as it has been 

aforementioned in the experimental section, in 

order to obtain a more robust PLS model than 

the previous one. 
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Table 3 
Analytical features of the selected PLS/NIR determination of pesticides in commercial formulations. 

 
 
 

Data employed (nm)  Analytical characteristics found 

Baseline Spectra 
pre-treatment % Recovery 

Region 
  

Pesticide Factorsa R2,b RMSECc 
Mean 

accuracy 
Errord (%) UD* OD* 

First derivative Bensulfuron 18 0.9998 0.388 1.2 100.9 ± 0.3 99.1 ± 1.0 
Buprofezin 22 0.9993 0.310 0.8 99.3 ± 0.6 100.8 ± 0.2 

Chlorsulfuron 13 0.998 1.30 0.7 98.7 ± 0.7 99.0 ± 0.3 
Cyromazine 23 0.9993 0.800 2.0 101.4 ± 0.3 99.7 ± 0.3 
Daminozide 16 0.998 1.30 1.1 102.6 ± 0.1 98.5 ± 0.8 

None 

Diuron 22 0.9998 0.441 3.1 100.6 ± 0.9 102.8 ± 0.6 
First derivative Fenoxycarb 16 0.998 0.648 1.4 102.6 ± 0.8 100.1 ± 0.3 

None Iprodione 16 0.995 1.60 2.7 103.9 ± 0.4 98.2 ± 0.2 
Metalaxyl 17 0.9996 0.259 0.3 102.8 ± 0.4 101.6 ± 0.2 

Procymidone 19 0.9998 0.345 3.1 100.1 ± 0.9 101.5 ± 0.3 

1618-2630 Linear 
removed 

First derivative 
Tricyclazole 19 0.9998 0.338 0.5 100.8 ± 0.5 99.3 ± 0.4 

 
 

a. The number of factors were chosen in order to obtain the minimum PRESS. 
b. R2 is the correlation coefficient of the regression line between predicted and actual values of analyte 
concentration in the calibration set. 
c. Root mean square calibration error for a cross-validation. 
d. Mean accuracy error (%) found from the comparison with results obtained by HPLC. 
*UD: under-dosed samples. OD: over-dosed samples. 

 

Table 3 shows the analytical features of the 

use of the selected PLS/NIR model, based on 

the use of 11 commercial formulations and 22 

doped samples as calibration set for the 

determination of the 11 pesticides under 

study. 

Figure 2 shows the PRESS and the mean 

accuracy errors obtained for the pesticide 

analysis by introduction each additional 

factor of the selected model. As can be seen 

from this figure, the mean accuracy errors 

exposed show clearly the importance of a 

carefully selection of the wavelength range 

and the number of factors to be used. The 

high number of factors needed in the 

PLS/NIR determination of active principles in 

pesticide formulations is probably due to the 

high number of blanks introduced for the 

determination of each pesticide with a 

different spectral contribution (one for each 

formulation) and the differences in physical 

properties of the sample matrices.  

The principal component spectra (PCS) were 

obtained in order to explain the contribution 

of factors on the analysis of each pesticide. 

As an example, the principal component 

spectra, obtained for the determination of 

Cyromazine, additionally than the spectra of a 

commercial formulation containing this 

pesticide were represented in Figure 3 in 

order to evaluate the correlation between the 

concentration of Cyromazine in wetting 

powder samples and the spectral data. 

The principal components 4, 5, 6, 8, 14, 16 

and 23 provide practically the characteristic 

spectra of Cyromazine commercial samples 

being necessary the other factors to modelize 

the corresponding matrix and to differentiate 

this active principle from the rest of the 

studied pesticides. 
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Fig. 2. RMSECV (solid line) and the mean accuracy errors (dashed line) obtained as a function of the number of 

factors employed to build the PLS model for determination of 11 active principles in commercial formulations. 
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In the light of the results, there are no important 

differences between the use of zero or first 

order derivative spectral data. So the best 

criterion must be selected in each case in terms 

of precision and accuracy. 

In short, for Buprofezin, Chlorsulfuron, 

Cyromazine, Daminozide, Diuron and 

Iprodione determination, the information in the 

zero order reflectance spectral range between 

1618 and 2630 nm was employed, and for the 

other studied pesticides the information of the 

first order derivative spectra in the same region 

was used, applying, in both cases, a linear 

remove correction for data pre-treatment. On 

using the aforementioned conditions it was 

found mean accuracy errors between 0.5 and 

3.1% for the validation of samples. 
 

Analysis of doped samples 
 

A validation set of 22 doped samples (different 

than those employed for calibration) was used 

to determine the accuracy of the developed 

PLS/NIR method for pesticide quality control in 

agrochemical formulations.  

Once again, eleven over-dosed samples 

obtained by addition of different known 

amounts of the active principle to the 

commercial formulations and eleven under-

dosed samples prepared by addition of different 

amounts of the inert ingredient present in the 

commercial formulations (kaolin and calcium 

carbonate) were used. 

The doped samples were analyzed in the same 

instrumental conditions that original samples 

and the concentration of active principle was 

determined employing the aforementioned PLS 

model.  

The mean average recovery was 101.2 ± 1.6% 

and 100.1 ± 1.5% for over and under dosed 

samples, respectively, as can be seen in Table 3, 

thus indicating the lack of systematic errors. 
 

Analysis of commercial samples 
 

Table 4 summarizes the data found for the 

HPLC and PLS/NIR determination of the 

selected pesticides in the commercial 

formulations assayed, which were employed as 

validation data set in PLS, and it can be seen 

that results found by the recommended method 

compared well with those obtained by the 

reference chromatographic procedure. 

On the other hand, the regression between all 

the data found for commercial samples assayed 

by the PLS/NIR and chromatographic methods 

provided an equation of CNIR=(0.6 ± 0.8) + 

(0.98 ± 0.04)CHPLC with R2=0.997. Statistically 

the aforementioned regression line present slope 

and intercept values comparable with 1 and 0 

respectively which evidence that, as compared 

with the reference method, the developed 

procedure does not present constant nor relative 

errors. 
 

Conclusion 
 

This paper demonstrates the high potential of 

diffuse reflectance NIR and multivariate 

calibration for the quality control of pesticide 

formulations in the agrochemical industry, in 

spite of the limited number of different samples  
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Fig. 3. Principal component spectra diagnostic applied to verify the effect of the increasing number of factors on 
the signals of Cyromazine pesticide formulations. Note: spectra of Cyromazine samples was included for 
comparison purposes. 
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Table 4 
Determination of active principles in pesticide 
commercial formulations by HPLC-UV and NIR 
procedures. 
 

Pesticide Sample HPLC 
 (% w/w) 

NIR 
(% w/w) 

% 
Relative  
accuracy 

error 
1 61.7 ± 0.6 60.6 ± 0.4 1.8 Bensulfuron 2 60.9 ± 0.3 60.8 ± 0.5 0.5 
3 26.86 ± 0.06 27.2 ± 0.2 1.3 Buprofezin 4 26.70 ± 0.16 26.8 ± 0.2 0.4 
5 76.4 ± 0.2 76.48 ± 0.07 0.10 Chlorsulfuron 6 76.4 ± 0.2 77.41 ± 0.2 1.3 
7 76.8 ± 0.3 77.4 ± 0.8 0.8 Cyromazine 8 75.4 ± 0.2 73.0 ± 1.1 3.2 
9 85.47 ± 0.03 85.60 ± 0.11 0.11 Daminozide 10 85.3 ± 0.3 83.5 ± 0.2 2.1 

11 82.6 ± 0.4 80.3 ± 0.9 2.8 Diuron 12 83.0 ± 0.4 80.2 ± 0.8 3.3 
13 23.50 ± 0.10 23.9 ± 0.4 1.6 Fenoxycarb 14 24.00 ± 0.06 24.3 ± 0.2 1.2 
15 48.94 ± 0.03 50.3 ± 0.2 2.8 Iprodione 16 49.04 ± 0.03 50.2 ± 0.3 2.6 
17 25.44 ± 0.11 25.33 ± 0.12 0.3 Metalaxyl 18 25.16 ± 0.05 25.1 ± 0.2 0.3 
19 51.6 ± 0.2 48.6 ± 1.1 3.7 Procymidone 20 50.5 ± 0.3 50.3 ± 0.5 2.4 
21 75.5 ± 0.2 74.9 ± 0.8 0.8 Tricyclazole 
22 75.5 ± 0.1 75.4 ± 1.5 0.14 

 
a Concentration values are the average of three 

independent analysis measured in triplicate ± the 
corresponding standard deviation of the 6 values 
found. 

 

 

produced for each pesticide and the diversity of 

formulated compounds. 

NIR is a very rapid quantitative analytical 

method once it has been validated, but the 

requisite calibrations are time consuming. It 

requires the production of a range of samples 

that differ from their commercial available 

counterparts solely in concentration. Model-

building also requires an optimisation step, i.e. 

the choice of a regression method and spectral 

pre-treatments strongly informed by the data 

set. Once one has dealt with all these aspects, 

NIR can be used as a far faster technique than 

HPLC for quality control of agrochemicals. 

Moreover the developed procedure does not 

consume any solvent as no sample preparation 

is necessary.  

So, the main advantages of the application of 

the developed PLS/NIR methodology are that it 

improves the laboratory efficiency without 

sacrifice the accuracy and avoids the contact of 

the operator with the pesticide. 
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Additionally than the specific conclusions derived from each one of the 
publications compiled in this Memory, it can be concluded that, in general, 
the papers developed through this PhD Thesis have demonstrated that 
vibrational spectrometry is a very useful tool for the quality control of 
manufactured products and can be used in different industrial sectors. 
Raman and infrared spectrometries are powerful analytical techniques in 
the modern laboratory which offer the following advantages: 

- Manufactured products with different physical and chemical 
properties have been successfully analysed using vibrational 
spectrometry based procedures. As it can be seen, transmission 
spectroscopy methodologies have been developed in the mid and 
near range for the quality control of organic molecules, such as 
pesticides or sweeteners, after an extraction of the target molecule 
with an appropriate organic solvent (preferably non-chlorinated). 
Direct quantitative analysis on solid samples have been performed 
by transmittance measurements using the KBr pellet technique, 
diffuse reflectance in the near infrared range, photoacoustic in the 
MIR region and Raman spectrometries. Proposed procedures have 
been developed in most of the cases in combination with 
chemometric analysis, providing an environmentally friendly 
alternative to reference procedures that avoid the consume of 
reagents and reduce the waste generation. 
Attenuated total reflectance has been the technique selected for 
monitoring of processes in aqueous media demonstrating its 
capability for the analysis of this kind of samples.  
Moreover, several compounds have been determined 
simultaneously by vibrational techniques using different calibration 
methods, such as partial least squares (PLS) or univariate linear 
regression. 
 

- Regarding the environmental side effect of the developed 
procedures, one of the features of the methods is their ability to 
carry out quantitative determinations with a little or no sample 
preparation, reducing or eliminating the amount of reagents and 
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solvents employed. Non-chlorinated and mixtures of chlorinated and 
non-chlorinated solvents have been successfully applied for the 
determination of different analytes by transmittance measurements 
in the MIR range, reducing the toxicity and environmental impact of 
these measurements. In this way, flow systems, in which the 
analyte is extracted with the minimum amount of solvent, and direct 
measurements on solid samples avoids the contact of the operator 
with toxic substances enhancing the safety and hygiene in the 
laboratory environment. Because of that, these methodologies are 
highly appropriate to be used for routine quality control assays. 
Moreover, the non-destructive nature of the vibrational techniques 
allows a possible storage of the solid samples and/or standards for 
additionally analysis. 
 

- The proposed methodologies are very simple and fast, reducing 
considerably the time of analysis compared with the commonly used 
reference procedures based on chromatography. 

- Methods developed have been validated in terms of accuracy, 
precision and limit of detection: 

The results obtained by the developed vibrational procedures were 
in all the cases comparables with those obtained by reference 
procedures (mainly a chromatographic method), demonstrating the 
accuracy of vibrational methodologies. Furthermore, the mean 
recovery percentages obtained on spiked samples were, in all the 
cases within the ranges proposed by the CIPAC. 

The precision in terms of variation coefficient, provided in all the 
cases RSD values lower than that obtained by the modified Horwitz 
equation [RSD<2(1-0.5 logC) 0.67] (proposed by CIPAC for the 
acceptance of an analytical method for pesticide determination in 
agrochemicals). The good repeatability achieved was due to the 
advances in the instrumentation and the minimum treatment of the 
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samples being in all the cases acceptable for the quality control of 
manufactured products. 

The limit of detection values, established as the IUPAC method 
were in all the cases acceptable for the analysis of commercial 
formulations. In the case of Raman spectrometry, the limit of 
detection value for caffeine has been improved through the 
retention of the analyte in a solid phase and direct measurement of 
the cartridge expanding the range of concentrations to be 
determined till parts per million (ppm) levels. Moreover, the 
selectivity of the methodology has been also improved and 
problems of sample fluorescence were avoided. 

 

Regarding the applicability of the developed studies, it has been 
evidenced in this Thesis, that vibrational spectrometry is definitely one of 
the fastest, reliable and suitable techniques for monitoring processes and 
quality control purposes in industrial fields, such as agrochemical or food 
sector. 

 On the other hand, as well as these general conclusions, in which 
different solutions have been applied to specific problems, it could be 
emphasized the methodological contributions of some of the enclosed 
studies. 

 The sequential and automated extraction of several analytes in a same 
sample, in a closed system, employing solvents with different properties, 
provides an integrated methodology, which reduces the mutual 
interferences of sample components, the time of analysis and the contact of 
the operator with toxic substances. 

 The evaluation of different functions to be optimized in a NIR-based 
analytical method for iprodione determination in agrochemicals has 
evidenced that the optimum conditions of a procedure depend clearly on 
the criterion selected and it must be chosen based on the priority of the 
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analyst, which is not always the maximum sensitivity nor the best precision, 
or simply accuracy or productivity, but, in general a combination of all the 
analytical features. 

 Finally, the development of a sensor based on the combination of solid 
phase (SP) retention and Raman spectrometry is the first precedent 
published on this field and permits the determination of analytes in samples 
at parts per million level. Additionally, the combination of solid phases with 
different nature reduces interferences of other compounds and avoids the 
possible fluorescence of these molecules. 
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Además de las conclusiones específicas que se extraen de cada una 
de las publicaciones recopiladas en esta memoria, se puede concluir de 
forma general que las publicaciones desarrolladas en esta Tesis Doctoral 
han demostrado que la espectrometría vibracional es una herramienta muy 
útil para el control de calidad de productos manufacturados y puede ser 
empleada en diferentes sectores industriales. La espectrometría Raman e 
infrarroja son técnicas analíticas potentes en los laboratorios modernos 
que ofrecen las siguientes ventajas: 

- Se han analizado con éxito productos manufacturados con 
diferentes propiedades físico-químicas empleando métodos 
basados en técnicas vibracionales. Como puede observarse, se 
han desarrollado procedimientos que emplean medidas de 
transmisión en la región del infrarrojo medio y próximo para el 
control de calidad de moléculas orgánicas, como pesticidas o 
edulcorantes, tras su extracción con un disolvente orgánico 
apropiado (preferiblemente un disolvente no-clorado). 
Se han llevado acabo análisis directos sobre muestras sólidas 
mediante medidas de transmitancia utilizando la técnica de las 
pastillas de KBr, de reflectancia difusa en la región del infrarrojo 
próximo, fotoacústicas en la región MIR y mediante espectroscopia 
Raman. Estos procedimientos han sido desarrollados, en la 
mayoría de los casos, en combinación con métodos quimiométricos 
de análisis, proporcionando alternativas medioambientalmente 
sostenibles a los métodos de referencia, que eliminan el consumo 
de reactivos y reducen la generación de residuos. 
La reflectancia total atenuada ha sido la técnica seleccionada para 
realizar la monitorización de procesos en medios acuosos 
demostrando su validez para dichos análisis en este tipo de 
muestras. 
Adicionalmente, se han determinado varios compuestos de forma 
simultánea mediante técnicas vibracionales empleando diferentes 
métodos de calibración, como son el de los mínimos cuadrados 
parciales (PLS) o la calibración lineal univariada. 
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- En lo correspondiente al impacto medioambiental de los 
procedimientos desarrollados, una de las características de los 
métodos descritos es la posibilidad de llevar a cabo 
determinaciones cuantitativas con una mínima o inexistente 
preparación de la muestra, reduciendo o eliminando, de esta forma, 
la cantidad de reactivos y disolventes empleados. Se han utilizado 
disolventes no halogenados o mezclas de disolventes halogenados 
y no halogenados para la extracción y determinación de diferentes 
analitos mediante medidas de transmitancia en la región MIR, 
reduciendo la toxicidad y el impacto negativo en el medioambiente 
de estas metodologías. En este sentido, se han empleado sistemas 
en flujo, en los que el analito se extrae con la mínima cantidad de 
disolvente y medidas directas sobre muestras sólidas que evitan el 
contacto del operador con sustancias tóxicas, mejorando la 
seguridad y la higiene del ambiente laboral. Debido a todo ello, las 
metodologías desarrolladas son muy apropiadas para ser 
empleadas en análisis rutinarios de control de calidad. 
Adicionalmente, la naturaleza no destructiva de las técnicas 
vibracionales permite un posible almacenamiento de las muestras 
y/o los estándares para posteriores análisis. 
 

- Las metodologías propuestas son muy simples y rápidas, 
reduciendo de forma considerable el tiempo de análisis comparado 
con los métodos de referencia basados en separaciones 
cromatográficas empleados habitualmente. 

- Los métodos desarrollados han sido validados en terminos de 
exactitud, precisión y límites de detección: 

Los resultados obtenidos por los métodos vibracionales 
desarrollados en esta Tesis fueron, en todos los casos, 
comparables con los encontrados mediante procedimientos de 
referencia (principalmente métodos cromatográficos), demostrando 
la exactitud de las metodologías vibracionales. Además, las 
recuperaciones medias obtenidas sobre muestras adicionadas 
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estuvieron, en todos los casos, dentro de los rangos propuestos por 
CIPAC. 

La precisión, en términos de coeficiente de variación, proporcionó 
en todos los casos valores de RSD menores que los obtenidos 
mediante la ecuación modificada de Horwitz [RSD<2(1-0.5 logC) 0.67] 
(propuesta por CIPAC para aceptar un método analítico para el 
análisis de agroquímicos). La buena repetibilidad obtenida se debe 
a los avances obtenidos en la instrumentación y al mínimo 
tratamiento de las muestras y en todos los procedimientos fue 
aceptable para el control de calidad de productos manufacturados. 

Los valores de límite de detección, establecidos según el criterio 
IUPAC, fueron en todos los casos adecuados para el análisis de 
formulaciones comerciales. En el caso de la espectrometría 
Raman, el límite de detección para el análisis de cafeína fue 
mejorado, mediante la retención del analito en una fase sólida y 
posterior medida directa del cartucho de retención, incrementando 
el rango de concentraciones que pueden ser determinadas hasta 
niveles de partes por millón (ppm). Además se mejoró la 
selectividad de la metodología y se solucionaron problemas de 
fluorescencia en la muestra. 

 

En relación a la aplicabilidad de los estudios realizados, se ha 
evidenciado en esta Tesis Doctoral, que la espectrometría vibracional es 
definitivamente una de las técnicas más rápidas, fiables y apropiadas para 
realizar la monitorización de procesos y para análisis rutinarios de control 
de calidad en diferentes sectores industriales, como el agroquímico o el 
alimentario. 

 Por otra parte, además de las conclusiones generales, en las que se 
han aplicado diferentes soluciones a problemas específicos, pueden 
subrallarse algunas contribuciones metodológicas de los estudios anexos. 
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 La extracción secuencial y mecanizada de varios analitos en una misma 
muestra, empleando disolventes con diferentes propiedades, proporciona 
una metodología integrada, la cual reduce las interferencias mutuas de los 
componentes de la muestra, el tiempo de análisis y el contacto del 
operador con sustancias tóxicas. 

 La evaluación de diferentes funciones para ser utilizadas como 
respuesta en la optimización de un método basado en medidas de 
transmitancia en la región NIR para la determinación de iprodiona en 
formulados comerciales evidencia que las condiciones óptimas de un 
procedimiento dependen claramente del criterio seleccionado y éste debe 
ser escogido en función de las necesidades del analista, no siendo siempre 
la máxima sensibilidad ni la mejor precisión, o simplemente exactitud o 
productividad, sino en general una combinación de todas estas 
características analíticas. 

 Finalmente, el desarrollo de un sensor basado en la combinación de 
retención en fase sólida (SP) y espectrometría Raman es el primer 
precedente publicado en este campo y permite la determinación de 
analitos que están presentes en muestras a niveles de partes por millón 
(ppm). Además, la combinación de fases sólidas con distinta naturaleza 
reduce la interferencia de otros compuestos y evita la posible fluorescencia 
de estas moléculas. 
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