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TON Total Organic Nitrogen
TOP Total Organic Phosphorous
TP Total Phosphorous

TRP Total Reactive Phosphorous
UVMA Ultraviolet Multiwavelenght Absorptiometry

XRF X-Ray Fluorescence
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1.1.- MEDIOAMBIENTE: RECURSOS HÍDRICOS Y CONTAMINACIÓN
El medioambiente constituye el sustrato que permite la supervivencia del ser

humano aportándole recursos esenciales para sus actividades económicas y productivas.
Es la suma total del entorno constituido por la atmósfera, la hidrosfera, la litosfera y la
biosfera. Las interacciones entre los distintos componentes a través de diferentes procesos
físicos, químicos y biológicos hacen que las especies químicas se muevan en el medio
ambiente y este transporte se describe como un ciclo biogeoquímico.

Debido a la total dependencia respecto al medioambiente, tanto en términos de la
supervivencia esencial como de la provisión de materias primas, es imperativo
mantenerlo en las mejores condiciones  posibles.

Sin embargo, desde la revolución industrial y especialmente en las últimas décadas,
las actividades humanas han causado perturbaciones significativas en los ciclos
biogeoquímicos de las especies químicas. Destacan el calentamiento global, la lluvia
ácida, la reducción de la capa de ozono, la bioacumulación de residuos tóxicos y el
empobrecimiento de los recursos de aguas naturales. En consecuencia, es de vital
importancia el conocimiento sobre las especies presentes para establecer modelos
adecuados, prever el impacto y solucionar los problemas existentes.

La contaminación se define como la actividad humana que modifica el
medioambiente pudiendo causar daño en la salud humana o alteraciones en los
ecosistemas naturales [i1-i3]. Destaca la contaminación por el vertido de especies
químicas, siendo sintéticas o constituyentes naturales pero a niveles superiores. El
número de compuestos que se introducen en el medioambiente supera la cifra de 60000.

En la Figura 1 se muestra las interacciones de los contaminantes en el
medioambiente [i4].

Figura 1: Esquema del movimiento de los contaminantes en el medioambiente

Para evaluar los efectos de la contaminación se utilizan los siguientes términos. La
exposición indica la concentración en el medio respecto al tiempo de contacto y dosis
relaciona la cantidad de contaminante por unidad de individuo y tiempo. Con ello se
pretende evaluar el riesgo que originan [i2,i5].

Actividad antropogénica

LITOSFERA
HIDROSFERA

ATMÓSFERA

sedimentos

suelos

plantas terrestresplantas acuáticas

animales terrestresanimales acuáticos

Especie humana
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Distintos organismos internacionales y nacionales han establecido el máximo nivel
de cada sustancia que puede estar presente en el medioambiente sin causar efectos
dañinos. Se ha definido nivel de calidad como la concentración máxima del contaminante
en el medio y nivel de emisión como la concentración máxima del contaminante que
puede ser emitida por una fuente particular de contaminación [i6-i8].

La importancia del agua es destacada por su abundancia, es el medio fundamental
para la vida y es crucial para las actividades humanas. Los ciclos de la mayoría de los
elementos están ligados al ciclo hidrológico [i1]. La circulación del agua a través de los
diferentes reservorios naturales se conoce como ciclo del agua [i6], ver Figura 2.

Figura 2: Ciclo del agua. Tipos de agua: (1) hielo, (2) agua edáfica, (3) agua atmosférica,
(4) agua subterránea, (5) agua superficial y (6) agua salada. Procesos: (A) transpiración, (B)
percolación, (C) evaporación, (D) escorrentía, (E) precipitación y (F) contaminación.

Los tipos de aguas naturales y su abundancia pueden observarse en la Figura 3. A
pesar de la cantidad de agua presente, solamente el 3 % del agua es dulce, siendo
relativamente bajo el porcentaje de agua fácilmente accesible para su utilización.

agua 
subterranea 

20%

lagos
52%

agua
edáfica

38%

agua
superficial

1%

agua 
atmosférica

10%

hielo
79%

ríos y 
organismos 
vivos 2%

Figura 3: Distribución porcentual del agua en el sistema terrestre

La composición química de las aguas naturales depende entre otras de variables
como el tipo de agua, localización geográfica o estación del año [i6]. Los constituyentes
mayoritarios (1-1000 mg/L) son Na+, Ca2+, Mg2+, HCO3

-, SO4
2- y Cl- y las especies

minoritarias (0.1-10 mg/L) Fe2+, Fe3+, Sr2+, K+, CO3
2-, NO3

-, F-, H3BO3. La presencia
natural de otras especies ocurre en un nivel de concentraciones inferior, como se expone
en la Tabla 1.
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Tabla 1: Concentraciones típicas normales (µg/L) de agua natural, agua de río y agua
marina.

Elemento Natural Río Mar Elemento Natural Río Mar
Li 10 12 200 As 0.5 2 3
B 10 10 5000 Se 0.2 0.2 0.1
Al 10 50 2 Br 15 20 7000
Ti 5 10 1 Rb 1 20 120
V 0.5 1 2.5 Sr 70 60 8000
Cr 1 1 0.05 Mo 0.5 1 10
Mn 10 7 0.2 Cd 0.03 0.02 0.1
Fe 500 40 2 Sb 0.2 0.3 0.2
Co 0.05 0.2 0.02 I 2 10 60
Ni 0.5 0.3 0.05 Cs 0.02 0.04 0.1
Cu 3 5 2 Hg 0.07 0.007 0.03
Zn 15 20 10 Pb 1 3 0.03

La composición de las aguas puede ser alterada por fuentes naturales
introduciendo sustancias de origen animal, vegetal o mineral. Provienen de procesos de
fermentación, putrefacción, erupciones volcánicas, brumas, actividades metabólicas, etc.
Existen distintos fenómenos naturales que minimizan el efecto de estas sustancias:
dilución, biodegradación (conversión mediante procesos biológicos a moléculas
sencillas), mineralización (completa conversión a especies como CO2, NH3 o fosfato) o
destoxificación (conversión biológica a sustancias menos tóxicas) [i9-i11].

Sin embargo como fruto de las actividades antropogénicas, se vierten al medio
acuático una variada gama de especies [i1,i6]. Además, las especies pueden verterse en
una forma química determinada pero ésta puede sufrir distintas reacciones evolucionando
a formas incluso con mayores efectos. Por lo tanto, la contaminación del medio hídrico
es un problema grave y con serias consecuencias que ha afectado a numerosas zonas a
pesar de la autopurificación del propio ciclo. Uno de los principales propósitos en la
actualidad es la búsqueda de adecuados suministros de agua fresca o dulce para las
crecientes necesidades manteniendo su calidad.

El resultado final es que la composición de las aguas está alterada por la presencia
de compuestos inorgánicos y orgánicos adicionales [i6,i9,i12].

Los compuestos inorgánicos pueden encontrarse disueltos o en partículas en
suspensión, si bien en forma soluble son más móviles y su alcance tóxico es mayor. Se
trata de ácidos (drenaje de minas y lluvia ácida), sales de amonio (fertilizantes o
degradaciones de compuestos), sales de cloruros y sulfatos (minas, industrias o plantas
petrolíferas), aniones (fertilizantes, industria, residuos urbanos) y metales pesados. Las
fuentes que generan más emisiones metálicas son la minería (As, Cu, Cd, Pb, Mn y Hg),
tratamiento de superficies (Cd, Cr, Cu, Ag y Zn), industria en general (B, Cd, Cu, Fe, Pb,
Mn, Hg, Mo, Zn y Ni) y las aguas residuales urbanas (Cu, B, Al, Fe, Pb, Zn y Ni).

La presencia de compuestos orgánicos es un fenómeno cada vez más abundante
debido al incremento en la producción de sustancias sintéticas. En las aguas naturales, un
40 % de las sustancias orgánicas tienen un origen antropogénico. Las emisiones de
compuestos orgánicos alcanzan el ciclo a través de las aguas industriales y municipales
(hidrocarburos aromáticos, fenoles, ácidos carboxílicos, compuestos halogenados,
bifenilos policlorados, detergentes), aguas de escorrentería (pesticidas, fertilizantes),
aguas de precipitación (disolventes, hidrocarburos, insecticidas, pesticidas, dioxinas
bifenilos policlorados) y aguas potables (productos y subproductos de desinfección).
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En la actualidad se pueden describir unos fenómenos generales que afectan al ciclo
del agua [i1]:

- Aumento de la demanda bioquímica de oxígeno: Las bacterias en el agua
degradan parte de los contaminantes orgánicos utilizando el oxígeno disuelto. En
consecuencia, la concentración de oxígeno es demasiado baja para mantener la vida
acuática provocando su muerte.

- Eutroficación:  El vertido de compuestos de nitrógeno y fósforo origina un
incremento en la población de fitoplacton. La presencia de algas es tan tupida que impide
el paso de la luz originando la muerte de la vegetación. A su vez se consume oxígeno
disuelto en el proceso originando la muerte de los peces.

- Acidificación: Surge por la deposición de la lluvia ácida y por el drenaje de
actividades mineras. Los efectos son la liberación de metales tóxicos desde los suelos,
destrucción de la vida acuática, incremento de la corrosión, descenso en la fertilidad de
los suelos y daño en las cosechas agrícolas.

- Salinidad: Las aguas naturales pueden convertirse en salinas por residuos
industriales, aguas de drenaje de carreteras, irrigación, penetración de agua de mar o
vertidos mineros o petrolíferos. Origina la pérdida de calidad para el agua potable, efectos
sobre los organismos acuáticos y alteraciones en el crecimiento de plantas y producción
de las cosechas.

Se puede plantear las siguientes características específicas para cada tipo de agua.
Las aguas residuales urbanas e industriales son disoluciones acuosas complejas

que contienen una variada gama de compuestos orgánicos e inorgánicos, tanto disueltos
como en suspensión y contienen también microorganismos [i6]. Los principales
constituyentes de las aguas residuales urbanas, que incluyen tanto las de origen
doméstico como industrial, son materia orgánica o fecal, compuestos refractarios,
surfactantes, grasas y aceites, sales, metales pesados, agentes complejantes y sólidos en
suspensión.

Hay que resaltar que las aguas residuales industriales pueden contener
concentraciones puntuales muy elevadas de contaminantes. Esto puede originar
variaciones muy significativas en los equilibrios originando especies nuevas.

Actualmente, se están incrementando los problemas de conservación de la calidad
del agua subterránea por fenómenos de salinidad, tanques subterráneos para
almacenamiento de sustancias tóxicas, actividades agrícolas, tanques sépticos, pozos
petrolíferos o drenaje de carreteras [i1].

Debido a la alta densidad de población y ser fuente de recursos alimentarios, el
control de la contaminación de las aguas costeras es muy importante [i1,i6,i13]. Reciben
la descarga directa de los ríos, vertidos de barcos, liberación de materiales de protección
de embarcaciones y descarga de los emisarios submarinos o conductos para el vertido de
aguas residuales al fondo marino, junto con la difusión desde sedimentos de origen
biológico o la deposición atmosférica. Aparecen problemas de eutroficación, de
bioacumulación de metales tóxicos en los moluscos o contaminación microbiana.

Hay que destacar finalmente la contaminación marina, al ser este medio el mayor
y último receptor de los contaminantes emitidos [i6,i13]. Una buena parte de la
contaminación se concentra en la capa superficial porque la atmósfera es la principal
fuente aunque también proviene de los ríos o difusión de los sedimentos o vertidos
concretos.  A un nivel profundo se debe a la difusión desde la superficie o desde los
sedimentos. Este es el motivo por el que se estudian tanto gradientes horizontales (costa-
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mar abierto) como verticales, ya que ambos definen su nivel de impacto y su
biodisponibilidad.

Las soluciones que se han aplicado para mejorar o conservar la calidad del agua
implican la creación de plantas para el tratamiento de aguas [i1,i14].

- Potabilización del agua: Supone asegurar una calidad mínima para usos
domésticos y para su empleo como agua para beber. El agua se somete a diversos
procesos físicos y químicos y también se incluye la vigilancia de su distribución.

- Tratamiento de aguas residuales: Supone la transformación de un agua
procedente del alcantarillado urbano o industrial en agua que se vierte en el ciclo natural
del agua. Hay que resaltar que la mayoría de los procesos de tratamiento han de estar
específicamente diseñados para un tipo de agua residual. Por lo tanto, es necesario
conocer las características y concentración de los contaminantes.

Tanto la contaminación, como el estudio del ciclo hidrológico así como la garantía
de la calidad del agua requieren de una aportación multidisciplinar entre la que se incluye
el análisis químico.
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1.2.- ANÁLISIS DEL AGUA
1.2.1.- OBJETIVOS Y TIPOS DE ANÁLISIS DEL AGUA
La contribución de la química analítica al estudio del medioambiente y

específicamente al estudio del ciclo del agua es importante [i9,i15-i20]. Aporta
información fundamental para el control medioambiental que puede orientar los esfuerzos
políticos, sociales y económicos.

Los propósitos generales del análisis medioambiental son [i1]:
- monitorización del fondo: determinar las concentraciones naturales de los

constituyentes químicos. Se emplean para estudios generales de los procesos
- monitorización de la contaminación: determinar la concentración de los

constituyentes dañinos.
La monitorización incluye sondeos puntuales donde se realiza la medida en unas

determinadas circunstancias temporales y espaciales o vigilancia regular de acuerdo a un
plan de trabajo prolongado [i2].

El estudio de la contaminación se puede desglosar en una serie de objetivos
específicos.

- Identificar las amenazas potenciales para la salud humana y de los ecosistemas
naturales

- Determinar los niveles máximos permitidos o aconsejados
- Informar y concienciar sobre la calidad del medioambiente
- Desarrollar y validar modelos para la simulación de procesos (ecotoxicología)
- Proporcionar información para la toma de decisiones políticas
- Asegurar la eficiencia de las medidas de control de la contaminación
- Investigar la tendencias en la contaminación e identificar futuros problemas
El desarrollo de métodos in-situ capaces de cuantificar de forma precisa y exacta

incluso la más mínima traza de una sustancia es el gran reto en el análisis
medioambiental.

En general, los indicadores biológicos [i21,i22] pueden mostrar el grado de
desequilibrio ecológico que ha sido causado, mientras que los métodos químicos
identifican y miden las concentraciones de los contaminantes responsables.

Por lo tanto, caracterizar el agua significa establecer sus propiedades
organolépticas, su examen microscópico, determinar la materia decantable y suspendida y
sus propiedades físicas y químicas, las concentraciones de compuestos químicos y
establecer su radiactividad [i9,i23].

Los problemas que plantea el análisis del agua a la química analítica son:
- Bajas concentraciones del analito, a menudo por debajo de los límites de

detección de los métodos analíticos.
- Matriz compleja con numerosos compuestos conocidos o desconocidos presentes

en la muestra.
- Interferencias debido al gran número de compuestos presentes.
- Contaminación por las bajas concentraciones presentes y las características de la

muestra.
- Variabilidad de las muestras desde una gran complejidad como aguas residuales

con alto grado de contaminación, aguas marinas con alto contenido de electrolitos,
pasando por el grupo de analitos a determinar y a aguas potables más sencillas.
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- Especiación con problemas particulares al encontrarse en diferentes formas las
especies a analizar en función de las condiciones.

- Reactividad de los analitos en este medio tan propicio a procesos biológicos,
reacciones químicas o fenómenos físicos como la adsorción.

El medioambiente requiere de una gran variedad y tipos de análisis: análisis
cualitativo y/o cuantitativo, de elementos mayoritarios, minoritarios y generalmente
trazas, tanto de especies orgánicas como inorgánicas y organometálicas. Necesita análisis
in-situ, puntuales, intermitentes y continuos pero también requiere llevar la muestra al
laboratorio para su análisis completo o parcial. Necesita también de procedimientos que
aporten diferentes grados de exactitud en función del problema planteado.

1.2.2.- LEGISLACIÓN SOBRE LA CALIDAD DEL AGUA
El objetivo es alcanzar el desarrollo medioambientamente sostenible que implica la

puesta en marcha de un conjunto de vías de progreso económico, social y político que
atiendan las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las generaciones
futuras.

Existen distintas instituciones regionales, nacionales e internacionales que
establecen el control de la calidad de las aguas de consumo público [i24]. En las distintas
reglamentaciones se establecen los parámetros legales básicos tanto sus niveles de
calidad como su obtención, ver Tabla 2.

Tabla 2: Principales normativas medioambientales sobre la calidad del agua
Ámbito Normativa

Internacional Comisión mundial para el medioambiente y desarrollo 1980
Convenio para la protección del Medio Ambiente Marino (París, 1992)
Declaración de Río de Janeiro (1992), Acuerdo de Kioto (1997)

Unión
Europea

Directiva 98/83/CE del Consejo, de 3 de noviembre de 1998, relativa a la calidad de las
aguas destinadas al consumo humano
Otras directivas: 75/440, 76/160,76/464, 79/869, 80/778, 80/68, 82/176, 91/271, 91/676

Estado
Español

Ley 29/1985 Ley de Aguas
Orden 1/7/83 métodos oficiales de análisis físico-químicos para aguas potables de
consumo público
Orden 8/2/88 frecuencia de muestreos y análisis de aguas superficiales destinadas a la
producción de agua potable
Otras normativas: Real Decreto 1138/90, Orden 11/5/88, Orden 25/5/92

Comunidad
Valenciana

Decreto 111/1992, reglamentación técnico-sanitario para el abastecimiento y control de
calidad de las aguas potables de consumo humano
Otros decretos: 170/1992, 71/1999, Decreto 63/90

La legislación establecida [i25-i27] se puede dividir en:
- disposiciones de carácter general: reglamentos administrativos de agua y

planificación hidrológica
- calidad del agua: aguas potables de consumo, agua de bebida envasada,

producción de agua potable, aguas de baño, agua para la cría de molusco, protección vida
piscícola

- analítica fisicoquímica y microbiológica: métodos oficiales, frecuencia de
muestreo y análisis

- normativa sobre vertidos: normas, objetivos de calidad y métodos de medida
- tratamientos del agua
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Se establece la clasificación de las aguas en agua potable donde todos los
caracteres están por debajo de los valores máximos tolerables, agua sanitariamente
permisible  donde algunos caracteres físico-químicos sobrepasan límites tolerables, salvo
en productos tóxicos o radiactivos y contaminación fecal o ciertos valores
microbiológicos y agua no potable que corresponde a aquella que no cumple las
características anteriores [i24].

Se han publicado distintas listas sobre las sustancias contaminantes, como
ejemplo se muestra la extraída de la normativa europea y de su adaptación a la española
(Tabla 3).

Tabla 3: Sustancias contaminantes de los vertidos en cauces públicos
Relación I: Lísta Negra Relación II: Lista gris

Compuestos organohalogenados o precursores
Compuestos organofosfóricos
Compuestos organoestánnicos
Hg y derivados
Cd y derivados
Aceites e hidrocarburos de origen petrolífero
Cianuros y compuestos cianurados
Sustancias sintéticas persistentes

Metaloides y metales: Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Se, As,
Sb, Mo, Ti, Sn, Ba, Be, B, U, V, Co, Ta, Te, Ag
Biocidas y derivados
Compuestos que originen olor o sabor
Compuestos organosilícicos tóxicos o permanentes
Compuestos de fósforo
Fluoruros
Sustancias que influyan en el balance de oxígeno

Respecto los valores máximos, las diferentes legislaciones marcan diferencias
dependiendo de la naturaleza del agua. Se diferencia entre los valores límite en vertidos a
cauces a diferentes niveles, aguas superficiales destinadas a la potabilización a diferentes
niveles o límites admisibles en aguas potables. Como ejemplo la Tabla 4 muestra los
niveles máximos permitidos para la potabilización de aguas tipo A2 (Real Decreto 927/88
legislación española). Hay que destacar que la directiva europea más reciente y que
marcará los límites de calidad en el análisis de todos los países de la comunidad es la
directiva 98/83/EC.

 Tabla 4: Parámetros químicos de calidad de las aguas superficiales destinadas a la
potabilización tipoA2 (tratamiento necesario físico y químico normales y desinfección).

Parámetro Límite Parámetro Límite
pH 5.5-9.0 Nitrato 50 mg/L
Sólidos suspensión - Cianuro 0.05 mg/L
Conductividad 1000 µS/cm Sulfato 250 mg/L
Fe 2 mg/L Cloruro 200 mg/L
Mn 0.1 mg/L Detergentes 0.2 mg/L LAS
Cu 0.05 mg/L Fosfatos 0.7 mg/L P2O5
Zn 5 mg/L Fenoles 0.05 mg/L
B 1 mg/L Hidrocarburos 0.2 mg/L
As 0.05 mg/L PAH 0.0002 mg/L
Cd 0.005 mg/L Plaguicidas 0.0025 mg/L
Cr 0.05 mg/L DQO -
Pb 0.05 mg/L O2 disuelto > 50 %
Se 0.01 mg/L DBO5 < 5 mg O2
Hg 0.001 mg/L N Kjeldahl 2 mg/L
Ba 1 mg/L NH3 1.5 mg/L
Fluoruro 1.7 mg/L Sust. con CHCl3 0.2 mg/L
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Se establecen los modelos de análisis de las aguas en análisis mínimo, análisis
normal y análisis completo. Se basa en la medida de distinto número de parámetros
organolépticos, físico-químicos, microbiológicos y radiactivos. En función de la
población abastecida, está establecida la periodicidad de la vigilancia, el número mínimo
de muestras, el intervalo máximo entre tomas sucesivas, la frecuencia de análisis
normales y completos. También resalta la periodicidad de la toma de muestra y posterior
análisis, la toma a la salida de cada instalación y antes de su entrada en el sistema de
distribución y la representatividad de los análisis.

A pesar de los avances en la química analítica la mayoría de los métodos oficiales
(Orden 1/7/87 legislación española) se basan en determinaciones con características
mejorables, ver la Tabla 5.

Las etapas de incorporación de un contaminante en las normativas son
identificación, desarrollo de una vigilancia, evaluación de la ecotoxicidad, establecer
determinaciones analíticas reguladas, proponer un nivel y finalmente aceptar un nivel y
un método oficial.

Debido a la influencia que ejerce en las actuaciones medioambientales
internacionales, hay que destacar la aportación de la oficina del agua de la agencia de
protección medioambiental americana (EPA, Environmental Protection Agency). Su
actuación implica la elaboración de recomendaciones, listas de contaminantes regulados,
contaminantes candidatos, desarrollo de métodos analíticos o establecimiento de niveles
de salud.

También destaca la aportación en el análisis de la AWWA (American Water Works
Association) con el desarrollo de métodos de referencia [i28]. Además realiza diferentes
recomendaciones para garantizar la calidad de los métodos, para la toma y conservación
de las muestras, descripciones de instrumental o de seguridad, tanto a escala general
como para analitos específicos.

 Tabla 5: Métodos oficiales de análisis físico-químicos de aguas potables
Parámetro Método Parámetro Método

Olor y sabor Cata directa a 35ºC Al Colorimetría
Color Cloroplatinato Zn AAS
Turbidez Nefelometría Cu AAS
pH Electrodo de vidrio Fe ET AAS
Residuo seco a 110 ºC Filtración-Evaporación Mn ET AAS
Conductividad Conductimetría Nitratos Colorimetría
Cloruro Volum. AgNO3 Nitritos Colorimetría
Sulfato Gravimetría con BaCl2 Amonio Colorimetría
Ca Volum. EDTA Oxidabilidad Volum. KMnO4
Mg Volum. EDTA P total Colorimetría
Dureza Volum. EDTA Radiactividad Conteo total α-β
Cd ET AAS
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1.2.3.- MÉTODOS ANALÍTICOS
En la actualidad nos encontramos en un periodo de la evolución de la química

analítica medioambiental caracterizado por el desarrollo de nuevas y mejores técnicas
analíticas. Pero al mismo tiempo surgen una serie de problemas a solucionar
[i1,i9,i10,i17,i19,i23,i29].

El protocolo del proceso analítico debe ser construido en función del problema
real en términos tanto de la muestra como de las técnicas y métodos disponibles o
exigidos. Esto se traduce en el estudio de la sensibilidad requerida, exactitud, precisión,
fiabilidad, interferencias, efectos matriz, restricciones, costes y tiempo de análisis.
Siempre estará delimitado por los objetivos, evaluación de la calidad, validación y
representatividad y por supuesto la seguridad de las operaciones y el impacto
medioambiental.

La planificación del análisis debe contemplar tanto los objetivos como los tipos de
análisis para obtener la máxima información de los resultados [i9]. También debe
contemplar las exigencias de calidad para asegurar la eficacia del estudio. El proceso
analítico está constituido por una serie de etapas mostradas en la Figura 4. A
continuación se describen brevemente las peculiaridades para cada una de ellas en su
aplicación al análisis de aguas.

Figura 4: Elementos del proceso de análisis medioambiental

 - Muestreo: supone obtener una porción que sea representativa del objeto en
estudio. Sin embargo, en muestras de agua existen ciertas consideraciones dependiendo
de la especie estudiada como son la profundidad de la muestra, la cantidad necesaria
(número y tamaño), la variabilidad temporal y espacial (planificación), protocolo de
recogida y almacenaje (material, condiciones, dispositivo, aditivos), medidas in situ
[i9,i30,i32].

Hay que mencionar que existen dos modalidades de monitorización: muestreo en
lotes o discreto donde se toma un cierto volumen de muestra en unas condiciones
específicas y el muestro continuo donde se registra de forma prolongada el parámetro
analítico de interés generalmente con analizadores o sensores [i1].

En ocasiones es posible realizar el  análisis en el mismo punto de toma de muestra
con ensayos in situ o con analizadores portátiles pero normalmente se requiere transportar
la muestra al laboratorio e incluso almacenarla antes del análisis [i1,i10]. Hay que
considerar las posibles reacciones químicas, biológicas o interacciones del analito con los
restantes constituyentes o con el material. Se necesita seguir un protocolo de
conservación de muestras de aguas cuyos principales métodos se muestran en la Tabla 6.

Planificación del análisis

Objetivos Garantía de
calidad

Muestreo Pretratamiento

Evaluación y Control Validación

Información
analítica

Medida

Tratamiento datos

Interpretación
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Tabla 6: Métodos de conservación usados en muestras de agua
Aditivo o técnica Efecto en la muestra Tipo de muestra
Refrigeración Reducción reacciones químicas y bacterianas Protocolo general
Congelación Eliminación reacciones químicas y

bacterianas
Protocolo específico

Ácido nítrico Conservación metales en disolución Muestras con metales
Ácido sulfúrico Bactericida Muestras biodegradables

Formación de sulfatos de bases volátiles Muestras con aminas o amoniaco
CHCl3 o HgCl2 Bactericida Muestras con compuestos orgánicos
Hidróxido sódico Formación de sales sódicas de ác. volátiles Análisis ác. orgánicos/cianuros
Reacción química Fijación de un constituyente particular Análisis O2 disuelto método Winkler

- Pretratamiento: supone la adecuación de la muestra para la etapa de medida
[i1,i9]. Una etapa crítica es la filtración porque marca el punto de separación entre
componentes disueltos y materia suspendida. En ocasiones se debe realizar antes de la
adición de los conservantes para evitar alteraciones y siempre es recomendada para
periodos de conservación grandes. Los problemas que pueden estar presentes son la
penetración de material insoluble a través del filtro, contaminación y adsorción.
Generalmente se utiliza un filtro con tamaño de poro de 0.45 µm de diferentes materiales.

Otros procesos implicados son preconcentración, separación, reacción previa,
formación de derivados, eliminación de interferentes, etc. Los métodos de
preconcentración de muestra de aguas son: eliminación del disolvente, extracción con
disolvente, extracción en fase sólida, precipitación, electrodeposición, intercambio iónico,
retención con reactivos inmobilizados y técnicas de flotación o coprecipitación.

- Etapa de medida: En la actualidad es la etapa más desarrollada de la química
analítica con la extensión de la instrumentación y de procedimientos automáticos
[i1,i10,i23,i32-i33]. Un resumen de los métodos analíticos principales se encuentra en la
Tabla 7.

Tabla 7: Métodos analíticos de medida usados en muestras de agua
Método Aplicación típica

Volumetría Alcalinidad, acidez, dureza
Gravimetría Sulfato
UV-visible molecular Fosfatos, surfactantes
Fluorescencia Compuestos orgánicos
Quimioluminiscencia Metales
Absorción atómica, fotometría de llama Metales
ICP Metales
Fuorescencia rayos X Metales
Espectrometría masas y técnicas acopladas metales, compuestos orgánicos
Sensores selectivos pH, fluoruro
potenciometría, voltamperometría, polarografía Metales, aniones
Cromatografía gaseosa Pesticidas, hidrocarburos
Cromatografía líquida Hidrocarburos aromáticos policíclicos,

aminas, fenoles, aniones

- Tratamiento de datos: Los métodos de medida generan una serie de valores que
tienen que transformase en resultados analíticos útiles para la interpretación
medioambiental de los mismos. En algunos casos se requiere una sencilla etapa de
cálculo o de obtención de modelos sencillos. Sin embargo, la utilización de métodos
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matemáticos en los datos químicos ha permitido la obtención de mayor información o la
resolución de problemas difíciles de abordar desde otro enfoque. La selección de métodos
o modelos adecuados es crucial para no obtener información errónea. El tratamiento de
datos se extiende desde la detección de anómalos hasta la obtención de modelos de
predicción en presencia de interferentes desconocidos.

1.2.4.- CONSIDERACIONES SOBRE LOS ANALITOS
El estudio de analitos a niveles de concentración bajos o compuestos traza o

subtrazas presenta mayor interés actualmente [i9,i34-i42]. Se puede establecer una serie
de consideraciones generales:

- El esfuerzo para garantizar la calidad del análisis se incrementa exponencialmente
con el decrecimiento de la concentración del analito.

- Cuanto menor es la concentración mayor es el coste del análisis.
- Cuanto mayores son la exactitud y la precisión exigidas, más estricto debe ser el

control de la calidad y el esfuerzo analítico.
- Existencia de un número significativo de estudios con procedimientos

inadecuados o con concentraciones equivocadas. Por ejemplo, en la determinación de
elementos traza en agua de mar (concentraciones inferiores a los pmol/L, contaminación,
enmascaramiento por el ruido del sistema y ausencia de técnicas analíticas precisas) se
han descrito valores superiores a los reales en un factor 1000 [i13]. Debido a estos
problemas históricos, los resultados sólo son admitidos si cumplen unos criterios de
validación como confirmación interlaboratorio, perfiles verticales de distribución
homogéneos o consistencia con variaciones regionales.

Otro factor importante es la especiación que según la definición de la IUPAC
significa conocer las formas atómicas o moleculares de un analito. En consecuencia
abarca sustancias inorgánicas y compuestos orgánicos aunque generalmente se suele
referir a los elementos metálicos [i9]. Es importante establecer las formas en las que se
encuentra un analito porque éstas no presentan las mismas características de toxicidad,
biodisponibilidad, movilidad, floculación, adsorción, bioacumulación, reactividad, etc.
Los factores que condicionan la presencia de una forma u otra y su concentración relativa
son la fuerza iónica, potencial redox, los componentes presentes, cinética condicional de
las reacciones, temperatura y presión y la existencia de efectos sinérgicos y antagónicos.

La especiación supone numerosos problemas para el analista por la dificultades
para aislar el compuesto objetivo, la posibilidad de desplazamiento del equilibrio en
cualquier etapa del proceso analítico, la sensibilidad exigida y la dificultad de disponer de
materiales de referencia adecuados [i9,i23,i25,i34,i43]. Los métodos para la especiación
de metales se pueden clasificar de acuerdo con la Figura 5. La determinación de metales
puede implicar la obtención de las distintas fracciones, es decir, la fracción filtrable o
disuelta, la fracción no filtrable o suspendida y/o el contenido total.

Las interacciones químicas que se pueden establecer son fruto de reacciones
químicas con otras especies presentes, complejación con ligandos inorgánicos u
orgánicos, de hidratación, efectos de potencial y de pH. También se pueden encontrar
adsorbidos en coloides inorgánicos, orgánicos o mixtos, en la superficie de los sólidos en
zonas de intercambio iónico o de adsorción, confinados, precipitados, coprecipitados,
ocluidos o coordinados en organismos.
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Finalmente, la determinación de compuestos orgánicos se divide en la
determinación no específica, o evaluación de la materia orgánica total o parcial y la
determinación conjunta o individual de compuestos o familias de compuestos,
mayoritarios o a niveles traza, ver Figura 6.

Figura 5: Clasificación de los métodos analíticos para la especiación

 Hay que destacar que los compuestos de origen antropológico se caracterizan
generalmente por poseer bajo peso molecular, inferior a 400 g/mol y se encuentra a
concentraciones en el intervalo de µg/L y ng/L. Por tanto, su análisis se diferencia del de
compuestos de origen natural con peso molecular hasta 106 g/mol y contenido entre g/L y
mg/L [i44].

Figura 6: Clasificación de los métodos para la determinación de compuestos orgánicos
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La EPA ha clasificado los compuestos orgánicos en base a familias respondiendo a
criterios de efectos dañinos en la salud humana y a su naturaleza química (volátiles,
extraibles en medio ácido, básico o neutro) [i9]. Las familias más estudiadas son los
hidrocarburos, hidrocarburos policíclicos aromáticos, pesticidas, surfactantes, bifenilos
policlorados, compuestos orgánicos volátiles, fenoles, aminas, productos de desinfección.

Las técnicas más utilizadas son las espectrofotométricas, la cromatografía de gases
con diferentes detectores (ionización de llama, captura electrónica, espectrometría de
masas) o la cromatografía líquida con diferentes detectores (fluorescencia, absorbancia,
espectrometría de masas)

1.2.5.- CALIDAD EN EL ANÁLISIS MEDIOAMBIENTAL
Los estudios medioambientales cubren un amplio rango de disciplinas como se ha

mencionado y con diferentes objetivos [i15,i45-i47]. Sus correspondientes resultados son
la clave para actuaciones con gran impacto económico, tecnológico, de salud y ambiental.
En consecuencia, se ha incrementado la conciencia de la necesidad de un control de
calidad en los análisis medioambientales y como resultado se ha multiplicado el número
de guías, patrones y sistemas de acreditación para lograr la garantía de la calidad. No
obstante, la completa exactitud de los resultados analíticos está en muchos casos lejos de
ser alcanzada. La falta de exactitud se ha ilustrado con ejemplos en la determinación de
trazas inorgánicas [i48] y orgánicas [i49] en matrices ambientales.

La falta de calidad origina desconfianza y bajo rendimiento en los laboratorios
analíticos junto con pérdidas económicas porque supone realizar análisis extra, problemas
de suministro, acciones judiciales, etc. Además históricamente resultados erróneos pero
altamente reproducibles han conducido a la mala interpretación de los procesos
medioambientales.

La garantía de calidad aplicada a los laboratorios analíticos de estudios
medioambientales ha significado un conjunto de actividades planificadas para asegurar
que los resultados cumplan los requisitos de calidad [i9].

Los parámetros básicos que definen un resultado analítico son la exactitud o
proximidad al valor verdadero y la incertidumbre expresada por el intervalo de
confianza. En el contexto del análisis medioambiental, la exactitud posee mayor
relevancia a pesar de que una alta incertidumbre puede conducir a una mala interpretación
de los resultados.

Las exigencias de reproducibilidad son menores en los estudios ambientales debido
a los bajos niveles de los contaminantes y la influencia crítica de ciertos parámetros en la
medida [i9]. La desviación estándar relativa admitida se incrementa con el descenso de la
concentración del analito como puede deducirse de la Figura 7.
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Figura 7: Dependencia de la desviación estándar relativa aceptada en función de la
concentración

Un requisito para un buen resultado es una correcta calibración. Aunque la
calibración está considerada como algo obvio en el análisis, los últimos estudios
demuestran que con la introducción de los equipos automáticos se presta insuficiente
atención a esta etapa [i9,i45]. Basándose en estudios de la oficina europea BCR a lo largo
de los años, se ha concluido que el 25-30 % del total de casos con resultados erróneos se
pueden atribuir a errores de calibración. Esta observación es significativamente superior
en estudios de especiación. Se deben a la presencia de impurezas, estequiometrías
incorrectas, dilución errónea, identificación incorrecta, etc.  En la bibliografía se han
descrito diferentes recomendaciones para asegurar la calidad basados en la adecuada
selección de los patrones de calibración, elección del modelo de calibración adecuado o el
uso de patrones internos. Otras de las mayores fuentes de error son debidas a alteraciones
de la muestra entre el muestreo y el análisis.

Existen distintas estrategias para asegurar la calidad de los resultados
medioambientales [i9]. Se basan en el empleo de estándares a tres niveles: criterios de
referencia estándar para la designación del sistema, materiales de referencia (SRM,
standard reference material) que reproducen el analito en la muestra en estudio y los
procedimientos de referencia metodológicos. A continuación se exponen las distintas
opciones descritas para expresar la calidad.

- Empleo de buenas prácticas de laboratorio. Consisten en la realización de las
distintas operaciones del laboratorio en las mejores condiciones de calidad y seguridad
[i50]. En este apartado también se debe incluir la etapa de calibración, es decir, evaluar
periódicamente la validez de los modelos de calibración o la necesidad de una
estandarización de los mismos.

- Estudio de fuentes de error: Significa controlar las diferentes etapas del proceso
analítico para reducir o minimizar los errores. Para ello se debe establecer y estimar la
magnitud del error introducido en un error en la pesada, manipulación volumétrica o
limpieza de material. También se debe evaluar la influencia de las etapas en el resultado
final, así como la robustez frente a variaciones experimentales. Las fuentes de error
dependen del analito afectando de forma diferente al muestreo, conservación de la
muestra, pretratamiento de la muestra (digestión, extracción o preconcentración),
formación de derivados, separación, detección o tratamiento de los datos.
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- Control estadístico. Consiste en localizar fluctuaciones en los resultados
basándose en tests estadísticos de análisis de medias, de varianzas, puntos anómalos,
análisis de regresión, etc. Destacan especialmente las cartas de control (Shewart o cusum)
para estudiar tendencias temporales y localizar derivas.

- Comparación de métodos. La presencia de errores sistemáticos constantes o
proporcionales se pueden detectar comparando los resultados con un o varios métodos
independientes. Las conclusiones son más consistentes cuando se basan en principios
dispares.

- Ensayos de recuperación. Es una herramienta muy útil para evaluar la eficacia de
una etapa analítica, validar resultados en muestras y obtener información en muestras
para las que no se disponga de patrones certificados.

- Uso de materiales de referencia certificados (CRM, certificated reference
material). Un CRM permite asegurar la trazabilidad de las muestras. Un material de
referencia certificado consiste en una muestra o patrón cuyo contenido en el/los analito/s
en estudio es conocido estando garantizado por un organismo competente. Se pueden
emplear para verificar la calidad de los resultados, demostrar la equivalencia de métodos,
detectar errores, calibrar equipos o estudiar tendencias temporales.

- Ensayos interlaboratorio. Se analiza parcial o completamente una muestra o
patrón por diferentes laboratorios. El objetivo es detectar fuentes de error, validar nuevos
métodos, medir y mejorar la calidad del laboratorio o certificar contenidos en materiales
de referencia. También se utilizan para el estudio de  la calidad de un procedimiento
analítico o para evaluar la presencia de contaminación en una zona concreta.

- Acreditación de laboratorios. Aprobación por un organismo competente de una
correcta realización de los análisis. El laboratorio está sometido a control interno y
auditorías externas.

Existen distintas instituciones competentes en la evaluación de la calidad del
análisis medioambiental en el ámbito de la normalización de procedimientos, elaboración
de métodos o en la certificación de materiales de referencia. Destacan ISO (International
Standardisation Organisation), CEN (European Normalization Committee), NBS
(National Bureau of Standards, EEUU), BCR (Bureau of Certified Reference Materials,
Europa), NIST (National Institute of Standards and Technology) o BCS (Bristish
Chemical Standards). También diferentes firmas comerciales desarrollan patrones con
objetivos medioambientales.

1.2.6.- QUIMIOMETRÍA EN EL ANÁLISIS MEDIOAMBIENTAL
El crecimiento de datos ambientales de las últimas décadas requiere una clara

representación, en términos de visualización, junto a la extracción de la información
relevante. Esta abundancia de datos también debe posibilitar la descripción más detallada
y cuantitativa de los mecanismos y de las relaciones entre los distintos componentes del
entorno. Paralelamente ha existido un rápido desarrollo del instrumental y técnicas de
computación empleados

La quimiometría ha proporcionado poderosas herramientas aplicables a los
métodos de análisis medioambientales y a la interpretación de la información sobre los
procesos ambientales [i4,i9,i51].
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El objetivo de la aplicación de los métodos matemáticos, lógicos y estadísticos a la
química analítica es detectar y describir las interrelaciones entre los parámetros
determinantes y a su vez relacionados con los efectos resultantes. Permite garantizar e
interpretar los datos analíticos y químicos, optimizar y modelar los procesos analíticos y
químicos, y extraer información de los datos experimentales.

Las características peculiares del análisis medioambiental, discutidas en apartados
anteriores, justifican el uso de métodos quimiométricos por diferentes motivos:

- Los datos medioambientales se caracterizan por una variabilidad inherente. La
variabilidad puede ser causada por fuentes naturales, antropogénicas, espaciales y/o
temporales. También puede provenir de errores experimentales o de características del
método de análisis.

- La naturaleza de una investigación medioambiental es frecuentemente
multivariada. Implica el intercambio entre distintos reservorios, estudios simultáneos de
contaminantes, estudio de sinergismos, evaluación conjunta de numerosas muestras.

- El tipo de distribución de los datos medioambientales exige métodos específicos.
- El instrumental analítico desarrollado proporciona datos multielementales o

información multicomponente y/o multivariable.

Basándose en estos problemas, se ha llegado a afirmar que "la química
medioambiental posee problemas considerablemente más difíciles para la quimiometría
que la química analítica general" [i52]. En resumen, la aplicación de métodos
quimiométricos puede ser muy útil para solucionar ciertos problemas ambientales o de los
métodos analíticos empleados en su análisis. Permitirá la planificación y optimización del
proceso analítico completo, diseñando el muestreo o los experimentos, optimizando las
diversas etapas. También permite la comprensión de grandes conjuntos de datos, la
eliminación de redundancia o ruido, la visualización de relaciones, la detección e
identificación de emisiones, la cuatificación de contaminantes y la investigación de
relaciones espaciales y temporales. Adicionalmente puede emplearse para la
caracterización de los factores críticos, la especiación, la interrelación entre
contaminantes y su distribución, o evaluación del impacto ambiental.

Los métodos de análisis de datos o de reconocimientos de pautas se clasifican
según la información que son capaces de extraer [i53]. El nivel inferior es puramente
exploratorio y su finalidad es detectar la presencia de grupos de objetos o variables. En el
posterior nivel se abordan problemas de clasificación donde se dividen los objetos o
variables en grupos. El siguiente nivel está constituido por los métodos de modelado que
permiten clasificar un nuevo objeto o variable en los grupos existentes o no. En los
niveles superiores se construye modelos que relacionan unas variables con una o varias
características a predecir.

La relación de los principales métodos quimiométricos empleados en aplicaciones
medioambientales se recoge en la Tabla 8 [i4,i54-i59].

Existen distintos ejemplos de aplicaciones en el análisis de agua que abarcan el
diseño de estrategias de muestreo en ríos, interpretación de los factores críticos, estudio
de variaciones espaciales o temporales, estudios de especiación, comparación de métodos,
estudio de interaciones disuelto-sedimento, discriminación de zonas contaminadas,
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caracterización de la calidad del agua, investigación de la distribución y velocidades de
transporte de contaminantes, mejora de las determinaciones, determinaciones
multicomponente, ...

Tabla 8: Clasificación de las técnicas quimiométricas
Método Objetivo

Test estadísticos (Examen de hipótesis)
 Comparación de medias, varianzas, localización puntos
aberrantes, ANOVA, test de normalidad

Establecen comparación de resultados,
evalúan la calidad y bondad

Diseño y optimización
Diseños factoriales, simplex, superficies de respuesta Obtienen las mejores condiciones para

obtener la mejor respuesta o interpretación
Métodos de aprendizaje no supervisado
  Análisis cluster, Mapeo no lineal, análisis en
componentes principales

Encontrar estructuras y similitudes (grupos o
clases) en los datos

Métodos de aprendizaje supervisado
  Análisis   multivariado de la varianza, análisis
discriminante, K-vecinos próximos, máquina de
aprendizaje lineal, clasificación Bayes, SIMCA,
clasificación UNEQ

Demarcación cuantitativa de las clases a
priori, relación entre propiedades de clases y
variables

Métodos factoriales
  Análisis de factores, análisis en componentes
principales

Encontrar factores o relaciones entre
variables y/o objetos cuantitativamente

Correlación y regresiones
  Regresión lineal múltiple, regresión en componentes
principales, regresión en mínimos cuadrados, HPSAM,
GHPSAM

Descripción cuantitativa de relaciones entre
variables



Capítulo 1: INTRODUCCIÓN

- 46 -

1.3.- TENDENCIAS EN EL ANÁLISIS DEL AGUA
1.3.1.- ESTADO ACTUAL
Para evaluar la importancia de los distintos aspectos del análisis del agua dentro del

contexto de la química analítica de los últimos años, se realizó un estudio bibliográfico.
Se empleó la base de datos Analytical Abstracts de la Royal Society Chemistry en el
periodo 1980-2001. El número de publicaciones indexadas en esta base de datos que se
refieren directamente a matrices de agua son 21042. Tomando como referencia este
conjunto de publicaciones se evaluaron ciertos parámetros que permiten estimar el estado
científico actual en esta área:

- Idioma
- Países
- Tipo de publicación
- Evolución temporal

- Tipos de matrices
- Analitos
- Técnicas
- Otros aspectos

En la Figura 8 y Figura 9 se muestran los gráficos que visualizan los distintos
aspectos mencionados.
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Figure 8: State-of-art in water analysis: (a) Publication language, (b) Country address, (c)
Publication and (d) Temporal evolution

Se observa que el lenguaje científico es mayoritariamente inglés, siendo la
contribución en idioma castellano pequeña, inferior al 1 %. Sin embargo, la contribución
de investigadores españoles en el análisis del agua es bastante importante sobre el 6 %,
siendo superior a la de la mayoría de países comunitarios a excepción de Alemania y
similar al Reino Unido.
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Al analizar el tipo de publicaciones se observa que se trata de artículos científicos,
existiendo un porcentaje pequeño de libros o informes técnicos. Hay que mencionar la
enorme diversidad de revistas en las que se publican artículos relacionados con el análisis
de muestras de aguas. Destaca la contribución del Journal of Chromatography, Analytical
Chemistry, Analyst y Analytical Chimica Acta.

Existe un incremento del número de publicaciones en estas dos últimas décadas
pero que realmente es paralelo al aumento de publicaciones en química analítica. Esto
manifiesta la continuada importancia de esta área de conocimiento.
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Figure 9: State-of-art in water analysis: (a) environmental matrixes, (b) water matrix, (c)
analytical techniques and (d) molecular spectroscopy techniques

Dentro de los análisis de muestras medioambientales destaca el estudio de matrices
del ciclo del agua (54 %). Aunque si se considera que el estudio de contaminantes
también se puede extender a otro tipo de matrices como son fluidos biológicos, plantas,
animales o alimentos, el porcentaje disminuye. Respecto a la subclasificación de
matrices, el porcentaje superior corresponde a muestras de agua natural (ríos, lagos o
subterránea) seguido de aguas residuales, potables y agua marina.
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Las técnicas analíticas más empleadas en el análisis de agua son las
cromatográficas junto con las basadas en la espectroscopía molecular y atómica.

En la Figura 10 se recoge el número de publicaciones que estudian
específicamente un tipo de analito o familia de compuestos. Se observa que existen
analitos para los que el número de métodos propuestos es muy elevado debido a su
importancia medioambiental.

Al analizar la base de datos se observa un claro aumento del número de
publicaciones que incluyen palabras clave relacionadas con automatización, analizadores,
inyección en flujo, sensores, con el uso de extracción o preconcentración en fase sólida y
el empleo de técnicas quimiométricas en las diferentes etapas del proceso analítico.
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Figure 10: Number of publications per analyte or compound family in water samples

1.3.2.- PERSPECTIVAS
Se han establecido los analitos prioritarios para los que se deben desarrollar

estudios ambientales, mejorar los métodos de análisis o su tecnología [i60], basándose en
criterios de toxicidad, persistencia, bioacumulación o porque originan problemas en las
plantas de tratamiento de aguas. En la Tabla 9 se muestra la lista de parámetros y su
estado de desarrollo tanto del método común de análisis como de las alternativas. Hay
que destacar que se incide sobre la necesidad de investigación para su mejora en los
análisis de coloides, nitrógeno total, fósforo total, metales pesados, fenoles, PAH, AOX,
toxicidad y lodos condicionales.

Existe una clara diversificación de las matrices de los estudios ambientales y el
estudio de las relaciones existentes entre ambas, así como de las interfases: aire-agua,
agua-alimentos, agua-sedimentos, ... [i9]
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La aparición y comercialización de kits de ensayos ha supuesto y supondrá un
importante reto permitiendo eliminar las alteraciones de la muestra y proporcionando
resultados inmediatos de forma sencilla [i1].

Se ha extendido el uso de métodos de screening de muestras que no son muy
selectivos pero que permiten avisar de situaciones de alerta y entonces aplicar métodos de
análisis más completos. En este sentido, la muestras acuosas facilitan este paso [i61].

Table 9: List of parameters and state of development  (C: common method and A:
alternative method) being 0: useable 1: stabilisation 2: development y 3: research. Adapted of
Talanta 50 (1999) 759

Parameters C A Parameters C A
Physical- Temperature 0 Nutrients Ammonium 1
Chemical pH 0 Nitrate 1
Parameters Conductivity 0 Phosphate 1

dissolved O2 0 Nitrogen total 3
ORP 0 Total P 3
Alkalinity 0 Biomass NADH 2

Solids Turbidity 0 Respirometry 2
TSS 2 Toxicity 3
Colloids 3 Active Biomass

Global TOC 1 1 Anaerobic Fatty acids 2
Parameters COD 1 process Digester Gas 2

BOD 2 1 Sludge Sludge Blanket 2
Specific
Compounds

Heavy metals,
phenols,PAH,AOX

3 Sludge
conditionary

3

Los avances metodológicos y químicos vendrán probablemente marcados por dos
vías de actuación. Por un lado, existirá una evolución de las grandes técnicas para lograr
límites de detección cada vez favorables a partir de su acoplamiento y además el
desarrollo de sorbentes más específicos para la preconcentración o para la separación. Al
mismo tiempo, se desarrollarán técnicas sencillas, de rápida respuesta, bajo coste y sin
necesidad de personal especializado para la vigilancia de forma continua o puntual.

Se han desarrollado métodos basados en avances tecnológicos [i62] como métodos
colorimétricos combinados con semi-micromecánica, tecnología de membrana, bio-
sensores basados en bacterias inmobilizadas, sensores fluorescentes con multi-excitación
y barrido. En este campo también se incluyen los métodos que proponen la combinación
de la medida analítica con un tratamiento multivariado de los datos empleando
computación cada vez más rápida. Existen analizadores incluso comerciales que generan
resultados en línea y en tiempo real y capaces de ser usados para la detección y
diagnóstico de un incidente, en el control de un proceso y en la caracterización de una
agua residual.

La necesidad de vigilancia de un gran número de parámetros medioambientales, ha
originado el desarrollo de nuevos métodos analíticos continuos, rápidos, robustos y
multiparamétricos capaces de realizar el análisis de un gran número de muestras [i61].
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El empleo de sensores es otro centro de interés en crecimiento. La automatización
de los sistemas de aguas residuales no está tan desarrollada como otros procesos
industriales debido a las condiciones hostiles para su control. Se observa una ausencia de
sensores adecuados para la monitorización en tiempo real y en línea. Existe una tendencia
a la mejora de todas las propiedades de los sensores respecto al emplazamiento (in-situ /
at-line / in-line / on-line / off-line), principio de muestreo, filtración, tratamiento de
muestra o de medida, número de medidas, necesidad de suministros o intervalo de
servicio [i62].

Una mención especial requiere la tendencia a la completa automatización [i9,i63-
i65] que se traduce en menor variabilidad y errores sistemáticos inferiores. Aunque
también requiere una recalibración periódica para asegurar su correcto funcionamiento.
Estas propiedades son especialmente útiles para el análisis de rutina de muestras de
aguas. Se habla de analizador en línea cuando está situado próximo al punto de muestreo
y automáticamente se le suministra la muestra. El análisis in situ hace referencia a la
posibilidad de sumergir el sensor en el agua de interés. En este sentido, las técnicas en
flujo pueden aportar soluciones para distintas aplicaciones. Existen distintas modalidades
con distintas configuraciones y sistemas de detección pudiéndose clasificar en análisis por
inyección en flujo convencional (FIA, flow injection analysis), flujo contínuo (continuous
flow), flujo parado (stopped flow), inyección en lecho (bead injection), inyección
segmentada (segmented injection), inyección sequencial (SIA, sequential injection
analysis) o inyección en microflujo (microflow injection). La existencia de analizadores
comerciales de un único contaminante o multicontaminante con uno o varios sistemas de
detección es un avance en esta dirección.

La importancia de la estandarización es creciente [i62]. El empleo de analizadores
o redes de sensores exige que las especificaciones de los equipos sean claras y estén bien
documentadas. Posteriormente se debe controlar que actúan según dichas
especificaciones, que proporcionan resultados fiables e iguales a los valores reales. Para
los analizadores o sensores en línea, sus propiedades deben ser comprobadas
periódicamente mediante ensayos en el laboratorio o en el propio punto de aplicación.

Los métodos para la adquisición de datos para la vigilancia deben cumplir un
requisito importante [i66], el coste de la instrumentación, instalación, mantenimiento,
calibración, reactivos, consumibles y formación del personal deben ser totalmente
asumibles por la entidad encargada del mismo. En este sentido, los métodos en línea
suponen el diseño y adquisición de una compleja red de comunicación vía radio
transmisores o vía telefónica junto con un sistema de adquisición de datos central y de
gestión. Mientras que los análisis en el campo o en el laboratorio implican una serie de
desplazamiento de equipos y/o muestras entre los puntos de muestreo y laboratorio.

Las necesidades urgentes para los métodos de rápida respuesta o para los sistemas
en línea [i60] son: caracterización de cada fracción de sustrato, medidas de sólidos
totales suspendidos (influencia en la evolución de la muestra entre el muestreo y el
análisis en el laboratorio), discriminación entre material biodegradable y no
biodegradable (control del impacto de la contaminación), detección rápida y sencilla de
compuestos tóxicos o con efectos inhibidores (limitantes en los reactores de las plantas de
tratamiento o detección rápida de familias específicas de contaminantes), caracterización
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de los nutrientes  (control del proceso de eutroficación o para la optimización de plantas
de tratamiento de residuos), caracterización de la biomasa y determinación de las
propiedades de los lodos, entre otras.

Respecto a las tendencias que marca la legislación, se observa una evolución
continua de los métodos de análisis, una reducción progresiva de los valores permitidos y
mayores exigencias de calidad en los resultados generados priorizando la acreditación y
validación de los laboratorios. Paralelamente existe una mayor concienciación social y
científica de la importancia de generar datos ambientales que permitan estudiar las
amenazas a corto,  medio y largo plazo y sobre todo el modo de resolverlas.

Finalmente existe una necesidad de métodos analíticos para la interpretación de
datos medioambientales. El control de la contaminación significa establecer el papel de
cada especie en los ciclos naturales de modo que se requiere métodos capaces de localizar
series temporales, variabilidad espacial o interacciones entre fases. Por lo tanto, parte de
la respuesta se halla en los métodos multiparamétricos y las herramientas quimiométricas
junto con información de otras áreas. Por ejemplo, en la Comunidad Valenciana existe
una carencia de datos medioambientales a pesar de los esfuerzos de las últimas décadas
[i67,i68].
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Centre d’Informació i documentació Ambiental www.cma.gva.es/cidam
American Chemistry Society www.acs.org

Royal Chemistry Society www.rsc.org
Elsevier Editorial www.elsevier.com
Wiley Editorial www.wiley.com

Matlab www.mathworks.com
Unscrambler www.camo.no

Parvus parvus.unige.it
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2.- RESEARCH OBJETIVES



Capítulo 2: RESEARCH OBJECTIVES

- 32 -



Capítulo 2: RESEARCH OBJECTIVES

- 33 -

2.1.- GENERAL CONSIDERATIONS
This thesis is a contribution for solving some problems in water analysis. The

objectives were planned according to different aspects of state-of-art of analytical
chemistry, studying  the legal and scientific context in water pollution and assessing the
possible trends and future needs (chapter 1).

Moreover, this thesis is included in the research interests of the following research
projects:

PB97-1387 of Spanish Ministry of Education and Culture: H-point standard
addition method as curve resolution method. Applications for chemiluminescence
determination of environmental pollutants.

GR00-36 of Generalitat Valenciana: Establishing of global analytical methods and
interpretation of quality analytical data

PPQ2000-1461 of Spanish Ministry of Science and Technology: Total methods for
analysis of amines in environmental samples

The experimental activities were performed in the following context:
- predoctoral grant of Ministerio de Educación y Cultura (1999-2002): Department

of Analytical Chemistry (University of Valencia, Spain)
- short stay grant of Ministerio de Educación y Cultura (July 2001-September

2001): Department of Environmental Sciences (University of Plymouth, UK)

Figure 11: Planning of objectives

The trends in water analysis (Figures 8 and 9) and the number of papers per
analyte (Figure 10) have been also considered, pages 21-23.

After describing the scientific context of this research project, see Figure 11, the
general aims were proposed according to the following questions:

- What are the most interesting subjects in water analysis?
- What kind of samples can be selected?
- What kind of analytes must be studied?
- What kind of method is possible to propose?

Research
projects

State-of-art Future
perspectives Legislation

OBJECTIVES

Analytes
selection

Method
selection

Sample
selection

Phenols
Amines
Chromium
Cobalt
Phosphate

River
Coastal
Harbour
Estuarine
Wastewater
Drinking
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2.2.- INTERESTED SUBJECTS
Trying to answer the first question, some strategies were employed that are

presented in different chapters of the thesis.

a) The environmental analysis needs different kind of methods: As consequence,
we tried to compare the limitations and advantages of each possible solution.

• batch  analysis: total determination of phenols and amines and speciation of
Cr(VI) (chapters 3.2.1, 3.2.2 and 3.2.3, appendix 6b1, 6b2, 6b3, 6b4, 6b5 and 6b6)

• flow analysis: determination of chromium, cobalt and phosphate (chapters 3.3.1,
3.3.2, 3.3.3 and 3.3.4, appendix 6b7, 6b8, 6b8, 6b9, 6b10, 6b11, 6b12 and 6b13)

Nowadays, most of reference methods are based on non-automated procedures.
However, a continuous, fast and reliable monitoring of water quality is also needed.
Then, the total or partial automated methods have been proposed.

b) Origin of analytical signal: Different options for obtaining the most specific
analytical signal will be assessed. The best conditions for the study of the analytes will be
optimised in order to obtain selective, sensitive and reproducible response.

• direct analysis (chapters 3.2.1 and 3.2.3, appendix 6b1, 6b5 and 6b6)
• derivatisation (chapters 3.2.1, 3.2.2 and 3.3.4, appendix 6b2, 6b3 and 6b4)
• catalytic action (chapters 3.3.1, 3.3.2 and 3.3.3, appendix 6b7, 6b8, 6b10, 6b11,

6b12 and 6b13)
The studied options in function of kind of register and relationship analytical signal

vs. time will be:
• equilibrium analysis (chapters 3.2.1 and 3.2.3)
• kinetic analysis (chapters 3.2.1, 3.2.2, 3.3.1, 3.3.2 and 3.3.3)
• flow analysis (chapters 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3 and 3.3.4)

c) Use of chemometric tools: The use of chemometric tool will permit the study of
different water analysis subjects. They are a powerful alternative for resolving difficult
chemical systems. This strategy will be presented in all chapters. It will be used for
solving problems in variable optimisation, variable selection, cancellation of
interferences, model selection, kinetic studies, calibration standardisation, simultaneous
analysis comparison of results or environmental interpretation.

This objectives will be achieved by using of different methods: statistical test for
comparison of averages and variances or localisation of aberrant classification methods,
optimisation methods, pattern recognition methods, robust regression methods and linear
and no linear regression models. In function of variable number used can be classified as:

• univariate analysis (chapters 3.2.2, 3.3.1 and 3.3.4, appendix 6b3, 6b4, 6b7 and
6b8)

• multivariate analysis (chapters 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3, 3.3.2 and 3.3.3, appendix 6b1,
6b2, 6b4, 6b5, 6b6, 6b9, 6b10, 5b12 and 6b13)

Our research group has proposed new calibration models improving accuracy. This
thesis extends the options of the different methods mainly for the determination of
unknown samples. These models are compared to established multivariate calibration
methods. Standardisation and no linear calibration are also tested.
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d) Quality control of analytical process: According to its importance in any
analysis, and in particular in water analysis, this concept will be a constant subject in
every chapter. A quality control will be applied from analysis planning to final result. The
different steps of analytical process will be guarantee by specific validation. The common
validation procedures will be used as control statistical test, comparison to official
reference methods or scientific reference, recovery assays in spiked samples continuous
evaluation of calibration models, error sources study, use of artificial water matrix and
use of certificate reference material. The thesis compares the different options and shows
a guide to obtain analytical results free of bias error, even for unknown samples.

2.3.- SELECTION OF SAMPLES
The number of possible samples is rather wide, therefore this thesis tries to study

samples of different sources in order to learn and solve specific problems. The variability
of samples is groundwater, drinking water, tap water, river water, dig water, coastal
water, estuarine water, harbour water, wastewater.

The localisation of sampling points is chosen according to a previous study of
environmental context. The areas evaluated will be Valencia city area (Spain) and Tamar
Estuary (Plymouth, UK)

The kind of studied sampling strategies can be classified as sampling campaigns or
specific sampling locations

2.4.- SELECTION OF ANALYTES
The selection of analytes was within the framework of the law, environmental

context of studied areas, toxicity criteria, biological and analytical needs. All of them are
present in water samples at trace level and are regulated by law, are also included in
tables of drinking water contaminant candidate list or have a special interest for biological
cycles. Consequently, the selected analytes were chosen for their importance in water
cycle. The importance of these analytes in water samples is demonstrated also for the
number of publications, Figure 10.

The nature of selected analytes can be classified as:
• acidic organic compounds: phenols (chapter 3.2.1, appendix 6b1 and 6b2)
• basic organic compounds: amines (chapter 3.2.2, appendix 6b3 and 6b4)
• trace elements (chapter 3.2.3, 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3, appendix 6b5, 6b6, 6b7, 6b8,

6b9, 6b10, 6b11 and 6b12)
• inorganic anions-nutrients: phosphate (chapter II.C.4)

a) Phenols
Phenol family is composed of aromatic alcohols [i23,i25,i69]. Cresols (methyl

groups) and compounds with nitro or halogen group have been specially studied for their
toxicological effects. The natural amount of phenolic compounds in water is low (1-10
µg/L) except to water with high concentration in humic substances. Moreover, phenols
are affected by the action of micro-organisms and are transformed to CO2, water and
energy by biodegradation process. Then their presence is linked to industrial sources. The
number of phenolic compound in EPA contaminant lists is increasing. They are included
as contaminants or candidate contaminants.

Low concentrations produce a unpleasant taste to water. Lower than 1 mg/l can be
toxic for aquatic life [i10,i25]. Toxicological effects are predominantly upon the central
nervous system. Acute poisoning by phenol causes severe gastrointestinal disturbances,
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kidney failure, lung edema and convulsions. Key organs damaged by chronicle exposure
include spleen, pancreas and kidneys. Nevertheless, the human incidence uses to be
minimal.

General storage conditions are the use of Pyrex glass material, the optional addition
of NaOH to pH 12 or phosphoric acid, 4 ºC for 6 weeks. Although, several analytical
techniques have been used, their determination is based in spectrophotometry and
chromatography methods, mainly.

The topics tested appear in page 51.

 b) Amines
Amine analysis is an interesting environmental topic [i25,i70]. Firstly, their

presence is due to their use as industrial intermediate or product or putrefaction processes.
The need to follow the progression into the environment stems from their inherent
carcinogenic or mutagenic behaviour and that they are readily biaccumulated. Conversion
of amines to nitrosoamines on reaction with nitriles presents still further hazard.
Secondly, their characteristics pose several analytical problems. Because amines are
polar, they are difficult to remove from water.

The determination can be approached via several routes, namely, direct gas
chromatography, concentration of amines on adsorbent followed by desorption,
separation and detection, and precolumn derivatisation prior to analysis. The addition of
ion paring agents facilitating solvent extraction or the ion-exchange solid phase extraction
have been proposed. The analysis of amines conduces to specific experimental problems
in GC or HPLC.

The specific study of polyamines in water samples provides an estimation of
natural sources of pollution. Comparing to other families of amines such as alquil amines,
aromatic amines or acyclic amines, polyamines are biogenic amines. Their presence in
water is mainly due to putrefaction of organisms.

The topics tested appear in page 81.

c) Chromium and Cobalt
Chromium is ubiquitous in nature, occurring under various chemically, physically

and morphologically different forms. Most surface waters contain very low levels (1 to a
few µg/L), except wastewaters coming from industries, aerosols deposition or leaching of
landfills [i45]. In water, chromium exist essentially in Cr(III) and Cr(VI) forms, such as
CrO4

2-, HCrO4
-, Cr(H2O)6

3+ y Cr(H2O)5OH2+ [i25,i43,i45]. Cobalt is a trace metal but
essential for life which concentration ranging 0.1 - 5 µg/L. Co exists in water as different
forms of Co(II) such as Co2+, CoCO3 or CoCl+.

Their distribution is controlled by redox process (pH-conditioned, kinetic control
and complex formation), photochemical transformations, precipitation or adsorption
process. Recent studies indicated that H2O2 and Fe may play an important role in the
geochemical cycle of chromium. The controversies about the characterisation of metal
behaviour as a function of ionic strength, composition, temperature and pH insist on the
development of accurate analytical methods.

Both metals are essential for nutrition but negative effects are described for higher
concentrations. Although, it causes damage in kidney, liver and circulation system and
posses carcinogenic action, toxic effect in drinking water have not been classified.

For assessing pollution impact, seawater parameters (final destiny of contaminants)
have been observed [i13]. Concentrations range is 2-5 nmol/L for Cr (nutrient-type
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distribution) and 0.01-0.1 nmol/L for Co (surface depletation and depletation at depth
distribution). Defining the residence time of an element in the oceans as the average time
it spends in the sea before being removed into the sediment sink, the values are 6×103

years (short level) for Cr and 3×104 years (intermediate level) for Co. For example, Cr
fluxes to North Sea (T/year) are 277 from atmosphere, 590-630 from fluvial fluxes and
3382 from discharges and dumping fluxes. It may be concluded that shallow coastal are a
major receiving zone, and the health of coastal waters has given rise to much concern
over recent years.

The determination of these metals has some analytical characteristics. General
storage conditions (maximum 6 months) are polyethylene containers and addition of
HNO3 to pH<2 4ºC [i1]. One of the greatest difficulties results from the conservation of
sample conditions, specially for speciation studies of Cr(III) and Cr(VI). Two approaches
can be distinguished: simultaneous determination of both species and determination of
one of the species through difference. The first option involves specific responses and the
second involves risk due to cumulative errors [i45].

Separation methods are solvent extraction, chromatography and coprecipitation.
The typical methods of analysis for trace elements are atomic absorption spectrometry
(flame AAS o electrothermal ETAAS), inductively coupled plasma optical spectrometry
(ICP-OES), neutron activation analysis (NAA), inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) and X-ray fluorescence (XRF), see Table 10. But
chemiluminescence or spectrophotometric methods (diphenylcarbazide for Cr and 1-
nitroso-2-naphtol for Co) have been also described [i71].

Table 10: Comparison of main methods in trace element analysis. Source: Environmental
Analytical Chemistry.

FAAS ET-AAS ICP-OES NAA ICP-MS XRF
Multielement no no yes yes yes yes

Selectivity moderate good moderate good good good
Lineal range 102 103 103 103 108 102

Sample Volume (mL) 1-102 10-3-10-1 1-10 solid 1-10 solid
Matrix interference large moderate moderate moderate moderate moderate

Max. matrix conc. (%) >1 1 1 <1 0.1 <1
Precision >10 3-5 1-10 5-10 <5 1-10
Accuracy moderate good moderate good good good

Cost medium medium-high high very high high medium-high
LD Cr < 1 mg/L < 0.05 mg/L < 0.1 mg/L < 0.1 mg/L < 0.1 mg/L < 1 mg/L
LD Co < 0.1 mg/L < 0.05 mg/L < 0.1 mg/L < 0.1 mg/L < 0.05 mg/L < 1 mg/L

Nevertheless, the official methods are colorimetry, AAS or atomic emission
spectroscopy for determination of chromium and colorimetry, atomic emission
spectroscopy and voltammetry for determination of cobalt [i9].

There are certified materials for analysis of total concentration of trace metals, but
no useful reference materials are available for chromium speciation. Recently, NIST
presented a material but the concentrations are too high to be realistic (1 g/L) and BCR
has launched a project to develop a water reference material [i45].

The topics tested appear in pages 111, 139, 167 and 215.
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d) Phosphate
The understanding of nutrient cycling is an important aspect of environmental and

biological processes. Nutrients are essential for biological activity in natural waters.
Therefore it is necessary to investigate their distribution, biogeochemical function and
behaviour [i72-i78]. Moreover, the eutrophication, the enrichment of water by plant
nutrients, is a worldwide problem. The connecting phosphorous transfer from agriculture
to the impacts in surface waters is also studied.

Not all forms of these elements are available to organisms. Therefore it is
important to distinguish between the various physico-chemical forms and their
concentrations in the environment. It is important to know where transformation occurs
and to what extent nutrient species are made available to organisms. For e.g. phosphorus
the most readily bioavailable form is ortho-phosphate, but phosphorus also exists as
condensed organic or inorganic phosphate, organic phosphate (sugars) and mineral
phosphate at concentrations often exceeding ortho-phosphate.

In seawater, concentrations range 1-3.5 µmol/L (nutrient-type distribution) as
HPO4

2-, NaHPO4
- o MgHPO4. The residence time is 1.8×105 years (high level) [i13].

The determination of phosphate has some analytical characteristics [i79-i81].
General storage conditions (maximum 2 days) are polyethylene containers and addition of
HNO3 to 4ºC [i1]. Even, the nomenclature of phosphorus species is based on the
capability to form phosphomolybdate in its analysis. Phosphorus can be functionally
defined as total phosphorus (TP), total reactive phosphorus (TRP), filterable reactive
phosphorus (FRP), total filterable phosphorus (TFP) and particulate phosphorus (PP).
Many researchers believe that filterable reactive phosphorus (FRP) or total filterable
phosphorus (TFP) better represents bio-available phosphorus in predicting algal growth
rates. FRP and TFP are normally defined as the phosphorus present in the filtrate of the
water sample passed through a 0.45 µm filter before and after digestion [i82,i83].
Although there is considerable controversy over what filtration through a 0.45 µm filter
actually measures.

The topics tested appear in page 243.

2.5.- SELECTION OF THE ANALYTICAL METHOD
In the following chapters, different method will be suggested with final objective

of improving the figures of merit of other proposed methods. The criteria can be
described as a list of objective characteristics:

Sensitivity
Selectivity
Reproducibility
Accuracy
Precision
Wide dynamic range
Robustness
Wide applicability

Low cost
Low environmental impact
Simplicity
Low analysis time
Possibility of simultaneous analysis
Low sample volume

For each analyte or family of compounds, the specific problems and objectives are
evaluated in the introduction of each chapter. The proposed method is compared with
reference methods or other solutions proposed in the bibliography. The selection of the
method is justified in terms of interferences and other analytical parameters.   
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3.1.- CONSIDERACIONES EXPERIMENTALES GENERALES
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3.1.1.- REACTIVOS
Los reactivos empleados y su grado de pureza se indica en cada capítulo y se listan

en la Tabla 11. Las casas comerciales fueron Aldrich-Chemie (Alemania), Baker
(Holanda), BDH (Reino Unido), Decon (Reino Unido), Fluka (Suiza),Guinama (España),
Lichrosolv (Alemania), Merck (Alemania), Panreac (España), Prolabo (Francia), Skalar
(Reino Unido), Scharlau (España) y Sigma (USA). Para el manejo de estos reactivos se
consultaron las fichas de toxicidad y precauciones.

Tabla 11: Listado de reactivos

Reactivo Empresa
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Acetona Scharlau, BDH x
Acetonitrilo Baker grado HPLC x x
Ácido acético Panreac x
Ácido bórico Panreac
Ácido clorhídrico Panreac, Merck, t. p. x
Disodio etilendiamintetracetato Probus
Ácido fosfórico Panreac x
Ácido L-ascórbico BDH
Ácido nítrico Merk x
Ácido sulfúrico Panreac, BDH x
p-aminofenol Aldrich x
Carbonato sódico Panreac, Merck, pa x
Citrato de sodio Guinama
4-clorofenol Aldrich-Chemie x
4-cloro-3-metilfenol Aldrich-Chemie x
Cloruro de amonio BDH
Cloruro de cobalto Panreac x
Cloruro de estaño (II) BDH x
o-cresol Merck x
m-cresol Merck x
p-cresol Merck x
Detergente FFD 6 Skalar
Dicromato de potasio Panreac x
Dihidrocloruro de cadaverina Sigma x
Dihidrocloruro de putrescina Sigma x
Dihidrógeno fosfato de potasio BDH
Fenol Panreac x
Ftaldialdehido Fluka x
Hidrógreno carbonato de sodio Probus
Hidróxido de sodio Baker, Panreac, Merck x
Luminol Fluka x
Metanol Merck (HPLC), Scharlau x x
Molibdato de amonio BDH
N-acetil-cisteína Aldrich-Chem
Nitrato de cobalto (II) Panreac x
Nitrato de cromo (III) Panreac x x
Nitrato de niquel (II) Merck x x
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Tabla 11: Listado de reactivos (cont.)
Peróxido de hidrógeno Merck x
Sulfato de amonio y hierro (II) Panreac
Sulfato amonio y hierro (III) Panreac
Sulfato de cobre Merk x
Sulfato cromo (III) y potasio Merk
Sulfato de manganeso Panreac x
Tartrato de amonio y potasio BDH
Tetrahidrocloruro espermina Sigma x
Trihidrocloruro espermidina Sigma x
Yodato de potasio Prolabo x
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3.1.2.- APARATOS
El listado de aparatos e instrumentos empleados es:
- Espectrofotómetro de fila de diodos Hewlett-Packard HP8453 UV - visible,

(USA) equipado con una celda de cuarzo de camino óptico de 1 cm o 5 cm. El
espectrofotómetro estaba conectado a un PC Hewlett-Packard Vector XM 5/90,
controlado por el software G1115AA.

Figura 12: Espectrofotómetro HP8453

- Cromatógrafo líquido Hewlett-Packard 1040A equipado con una bomba
cuaternaria (Hewlett-Packard, 1050 series) y un detector UV (Heweltt-Packard, 1100
series). Estaba conectado con el sistema de almacenamiento y procesado de datos
Hewlett-Packard Chem-Station.

Figura 13: Equipos cromatográficos HP1100 y HP1050

- Fluorímetro modelo F-4500 (Hitachi, Japón) equipado con celdas de cuarzo de 1
cm de camino óptico y fluorímetro modelo FP-750 (Jasco, Japón) equipado
opcionalmente con un modulo agitador y con un sistema para la inyección de muestra a
través de septum.

 
Figura 14: Fluorímetro (a) modelo F-4500 y (b) modelo FP-750



Capítulo 3.1: CONSIDERACIONES GENERALES

- 47 -

- Detector quimioluminiscente CL-1525 (Jasco, Japan) controlado por el software
cromatográfico Borwin y con una interfaz Hercule lite (JMBS)

Figura 15: Detector quimioluminiscente CL-1525

- El sistema inyección secuencial FIAlab-3500 estaba constituido por una bomba
microjeringa (2.5 mL con una válvula de dos posiciones), bomba peristáltica y un a
válvula de selección de 8 vías proporcionado por Alitea (USA). Se empleó un
espectrómetro de fibra óptica S200-FL (Ocean Optics) equipado con una celda de flujo
(18 µL de volumen interno y10 mm de camino óptico), convertidor A/D SAD500 y una
lámpara de halógeno de tungsteno LS-1. El control del sistema se realizaba con el
software Fialab 5.0.

- El sistema analizador Skalar San Plus consistía en un automuestreador (SA 100) y
una unidad química que contenía diferentes canales para determinación por flujo
segmentado hasta cuatro especies simultáneamente. Estaba conectado a un ordenador
personal por una interfaz SA8600.

 
Figura 16: (a) FIAlab3500 y (b) Sistema analizador Skalar SanPlus

Jeringa digital Hamilton (USA)
Bomba peristáltica Gilson Miniplus 3
Válvula de inyección de 6 vías Rheodyne 5020
Válvula de inyección de 6 vías LabPro Rheodyne
Válvula de selección de flujo de 6 posiciones LEA 130BP6P (I&T)
pH-metro Crison modelo micro pH-2000
agitadores
pHmetro portátil Hanna modelo HI9025
Conductímetro portátil Hanna modelo HI9033
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El agua utilizada en la preparación en las disoluciones era de calidad ultrapura
obtenida por el sistema Nanopure II (Barnstead).

 

Figura 17: (a) pH portátil (b) Conductímetro portátil y (c) Equipo vacío-columnas de
extracción
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3.3.3.- TRATAMIENTO DE DATOS
La conversión de ficheros, el análisis exploratorio inicial, el preprocesado de datos

y los cálculos se realizaron mediante los programas estadísticos de los propios equipos y
mediante el uso de paquetes estadísticos comerciales o desarrollados en el propio
laboratorio
software espectrofotómetro HP8453
software fluorímetro FP-750
software cromatográfico Borwin
software Fialab 5.0
SPPS
The Unscrambler (CAMO, Noruega)

Matlab para Windows (Math Works,
USA)
Programa escritos en lenguaje
VisualBasic (Microsoft Excel).

(a) (b)

   
(c) (d)

   
(e) (f)

  
Figura 18: (a) Software Borwin, (b) Fialab 5.0, (c) SPSS, (d) The Unscrambler, (e)

Matlab,(f) Visual Basic
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3.2.1.- ANALYSIS OF PHENOLS

3.2.1.1.- INTRODUCTION
A) CONSIDERATIONS ABOUT ANALYSIS OF PHENOLS
B) THEORETHICAL BACKGROUND OF GHPSAM
- Localisation of linear intervals of unknown global

interference
- Estimation of analyte concentration
- Further considerations for kinetic studies
- Programming of method

3.2.1.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
- Procedure for measuring the native absorbance of phenols
- Procedure for measuring the native absorbance of PAP-

phenol derivative
- Sampling
- Data management

3.2.1.3.- DIRECT SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION
- Localisation of linear intervals of unknown interference
- Estimation of analyte concentration: Application to water

samples

3.2.1.4.- DETERMINATION BASED ON DERIVATISATION
- Initial consideration about signal as function of time
- Selection of analytical signal
- Estimation of concentration: Kinetic studies
- Figure of merit for the determination of phenolic compounds
- Determination of phenolic compounds

3.2.1.5.- CONCLUSIONS
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3.2.1.1.- INTRODUCCIÓN
A) CONSIDERACIONES SOBRE EL ANÁLISIS DE FENOLES
El fenol y sus derivados son serios contaminantes del agua. Pequeñas cantidades

de fenoles influyen directamente en el sabor y el olor del agua. La contaminación
medioambiental procede de la industria por la manufactura de tintes, papeles, plásticos,
medicamentos, y antioxidantes o por el uso de fenoles como pesticidas e insecticidas,
también destaca el uso como desinfectantes. Las leyes en muchos países limitan la
concentración de fenoles en el agua potable. El límite superior para fenoles totales en
agua potable está fijado en 0.5 µg/L por la Directiva EU 80/778, en aguas para baño el
límite es 50 µg/L por 76/160/CEE y en agua superficial dirigida a la extracción de agua
potable está situado entre 1 - 100 µg/L por 75/440/CEE.

El método de referencia está basado en la reacción oxidativa de acoplamiento con
4-aminoantipirina (4-AAP) y medida de absorbancia a 510 nm [1]. Este reactivo tiene
algunos inconvenientes como que los fenoles para-substituidos pueden no ser
determinados y además requiere una destilación preliminar de la muestra para separar los
interferentes. El límite de detección es 0.5 µg/L con el método de extracción con
cloroformo y 1µg/L con el método fotométrico directo. También hay que mencionar que
los reactivos son muy tóxicos y con impacto medioambiental severo.

El método definitivo es el acoplamiento de la cromatografía gaseosa y la
espectrometría de masas con una extracción previa, tal como extracción líquido-líquido
[2], derivatización extractiva de dos fases tipo isobutoxi con la subsecuente extracción en
fase sólida [3], microextracción en fase sólida [4] o extracción en fase sólida de
membrana [5]. Los límites de detección de estos procedimientos varían en el intervalo 0.1
- 1 µg/L.

Otros métodos analíticos propuestos para la determinación de fenoles incluyen
procedimientos espectrofotométricos que conllevan la reacción con BrI [6],
cromatograpía gaseosa-FID [1,7], HPLC [8,9], técnicas electroquímicas [10] y
quimioluminiscentes [11]. Se han descrito montajes FIA con extracción en fase sólida en
línea y reacción con 4-AAP [12-14]. Además, se ha usado el método de absorción
ultravioleta de multilongitud de onda (UVMA) para corregir la señal de fondo [15]. Los
límites de detección de estos métodos se sitúan entre 0.2 - 50 µg/L.

Los métodos basados en medidas de absorbancia UV-visible pueden resultar muy
útiles como métodos de screening de muestras, proporcionando además una buena
estimación de la concentración total de fenoles que es el parámetro que está legislado.
Esto es importante cuando el número de muestras que deben ser procesadas es elevado,
permitiendo reducir costes y ahorrar tiempo en el laboratorio. En este sentido las
posibilidades que se han planteado son:

- Medida de la absorbancia nativa de la especie química en estudio
- Medida de la absorbancia resultante de la formación de un derivado de la especie

química en estudio

Las ventajas generales de la medida de la absorbancia nativa son la reducción de la
manipulación de la muestra y ausencia de restricciones basadas en la reactividad. Pero
existen inconvenientes como las limitadas sensibilidad y selectividad de la respuesta que
puede ser  mejoradas con la formación de derivados específicos. Al tratarse de una
propiedad general, la presencia de interferentes directos, fenómenos de matriz o en su
caso la presencia de exceso de reactivo puede limitar sus aplicaciones [16-20].
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En muchos casos, los compuestos formados sufren una evolución con el tiempo.
Puede tratarse de la reacción de formación del derivado o la reacción de degradación del
compuesto formado. En este caso, la determinación implica un estudio cinético de la
reacción implicada.

Los registros multivariados de absorbancia, en el equilibrio o en función de tiempo
de la señal nativa o de la señal del derivado, han permitido la resolución de varios
sistemas químicos. El uso de metodologías matemáticas, incluyendo la regresión no
lineal y lineal [21], mínimos cuadrados parciales [22], filtro de Kalman no lineal o
extendido [23], análisis factorial [24] y método de adición estándar del punto H (ver
capítulo II.B.2), ha permitido estimar concentraciones y/o las constantes de velocidad.
Algunos de estos métodos han sido aplicados para la determinación de la cinética o
concentración de compuestos fenólicos como el filtro de Kalman [25], redes neuronales
artificiales [26], mínimos cuadrados parciales [27,28], o análisis factorial [29].

En el presente capítulo se plantea el análisis de fenoles de acuerdo a las dos
alternativas mencionadas. Con la finalidad de obtener determinaciones libres de errores se
estudió la aplicabilidad de herramientas quimiométricas. En este sentido, el grupo de
investigación en que está inscrita la presente tesis, ha demostrado como el método de
adición estándar del punto H generalizado (GHPSAM) puede estimar la concentración
de analito libre de error en una muestra donde están presentes interferentes desconocidos.
El método está basado en la localización en el espectro interferente de intervalos de
espectro en la región espectral medida.

La determinación de fenoles mediante la medida de la absorbancia nativa implicó
varias etapas. Primero se estudió una etapa de extracción en fase sólida previa en soportes
sólidos de estireno-divinil benceno para alcanzar niveles de concentración adecuados.
Posteriormente se trató la señal multivariante de acuerdo con la metodología del
GHPSAM para eliminar los interferentes directos y efectos matriz. Se ha estudiado las
posibilidades de esta metodología como una alternativa a los métodos existentes para la
estimación de la concentración de fenoles (fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, 4-
clorofenol y 4-cloro-3-metilfenol) en aguas naturales y en aguas residuales.

La determinación de compuestos fenólicos mediante la medida de la absorbancia
resultante de la formación de derivados implicó la reacción con p-aminofenol (PAP) en
presencia de NaOH y KIO4. La forma benzo-quinoneimina del PAP reacciona en medio
alcalino con la posición para no bloqueada de los compuestos fenólicos. Por ataque
electrofílico del fenolato a la posición C4, dando lugar al correspondiente leuco-colarante
que es oxidado a un indo-colorante.

PAP

Compuesto
fenólico

OH

NH2 NH2

OH

��� ����

+

OH

���� NH

OH

OH

XX

N

OH

OH

X

OH
- ����

����ox

Figura 19: Reacción p-aminofenol con compuestos fenólicos. El sustituyente X está en
posición orto o meta respecto el grupo OH. ox = oxidante
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Este reactivo ha sido aplicado para determinar el contenido de compuestos
fenólicos en diferentes muestras de agua [27,30]. Al igual que la derivatización con 4-
APP presenta la limitación de no reaccionar con fenoles para-substituidos. No obstante, el
reactivo PAP fue elegido por proporcionar una derivatización con los compuestos
fenólicos fácil, sensible y selectiva. También se evita la destilación preliminar requerida
en la determinación basada en el 4-APP que supone un largo tiempo de análisis por
muestra. De acuerdo con la referencia [30], el límite de detección usando PAP es 0.97
µg/L de fenol. El paso de preconcentración para la determinación de PAP solamente es
necesario para muestras con baja concentración en compuestos fenólicos.

Los derivados PAP-fenoles evolucionan con el tiempo, al tratarse de una reacción
de formación no instantánea depende también del compuesto fenólico implicado. Por lo
tanto, el estudio se inició con la obtención de la cinética libre de error de los derivados
para poder seleccionar la señal analítica óptima para determinar la concentración de los
analitos. Para lograr este objetivo, se evaluó por primera vez la capacidad del GHPSAM
en estas circunstancias. Las dimensiones de la matriz de datos espectrofotométricos son
tiempo, longitud de onda y concentración de analito. Se localizan las regiones espectrales
donde el reactivo PAP puede ser considerado como lineal y se estima la concentración del
compuesto de fenol. También se puede establecer la presencia o ausencia de sinergismo.

b) FUNDAMENTOS TEÓRICOS DEL GHPSAM
El GHPSAM ha sido aplicado a la resolución de diferentes problemas analíticos

desde 1995 [31-37].
El GHPSAM estima la concentración de un analito en presencia de una

interferencia global desconocida. Este supuesto se va a desarrollar en este capítulo para el
análisis de fenoles. La primera etapa en la aplicación del GHPSAM es la localización de
los intervalos lineales del espectro de la interferencia en el equilibrio (o para cada tiempo
en un método cinético).

Consideremos que X es el analito, o su forma seleccionada, y Z es la interferencia
desconocida global y se cumple la aditividad de las señales.

- Localización de los intervalos lineales de la interferencia desconocida global
Si el comportamiento espectral del interferente Z (AZ,j) en un intervalo de

longitudes de onda λ1-λm puede ser descrito como una línea recta con ordenada a y
pendiente b a un tiempo dado t, entonces puede ser escrito como:

AZ,j = a + b λj λj ∈ [λ1, λm] [ec. 1]
La absorbancia de la muestra S a cada longitud de onda en el intervalo

seleccionado será la suma de las absorbancias de X a una concentración cX  y de Z a un
tiempo t:

AS,j = AX,j + AZ,j = MX,j cX + a + b λj [ec. 2]
donde AX,j es la absorbancia a λj de X a un tiempo t y Mj es el producto del

coeficiente de absorción molar y el camino óptico (o una medida relacionada) a λj del
analito X al tiempo t.

La segunda derivada de la absorbancia de la muestra respecto de la longitud de
onda en este intervalo es:

X
jYjX

jS cM
d

Ad
d
Ad

A   ''
j2

,
2

2
,

2
''
, =+=

λλ
            [ec. 3]
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La ecuación [ec.3] puede reescribirse como:

X
j

jS c
M
A

=''

''
, [ec. 4]

Por lo tanto, representando los valores del cociente ''''
, / jjS MA  frente λj para un

tiempo t, se obtendrán valores iguales a la concentración del analito en aquellos intervalos
donde la interferencia presente un comportamiento lineal para un tiempo t, ver Figura 20.
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Figura 20: (a) Espectro hipotético especie X e interferencia Z (b) Representación
''''

, / jjS MA  frente λj para Z, Z+X, Z+2X, Z+3X y Z+4X

También se ha publicado un procedimiento complementario para la localización de
los intervalos lineales en el espectro del interferente [37]. Este procedimiento puede
también ser aplicado a estudios cinéticos considerando un tiempo dado. A la longitud de
onda del máximo de absorbancia (λm) del analito X, la primera derivada del espectro del
analito es cero. En consecuencia, la linealidad del interferente Z se localiza considerando
que el valor del espectro de primera derivada de la muestra debe ser igual al valor de la
primera derivada del espectro del interferente a λm.

Z
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m
d
dA

d
dA

λλ λλ






=






 [ec. 5]

Seleccionando parejas de longitudes de onda λj y λk donde el analito presente la
misma absorbancia (AX,j = AX,k) para un tiempo t, los incrementos de absorbancia ∆AS,j,k se
definen como:

∆AS,j,k = AZ,k + AX,k - AZ,j - AX,j = AZ,k - AZ,j         [ec. 6]
Dividiendo ∆AS,j,k por el correspondiente ∆λj,k, debe obtenerse un valor igual a la

primera derivada de la muestra si el interferente es lineal en este intervalo de longitudes
de onda, para ese tiempo t:

S

mkj
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kj

kjS

d
dAAAA

λλλλλ∆
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−

−
= ,,
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,,     [ec. 7]

Operativamente, el valor de ∆AS,j,k/∆λj,k debe estar incluido en el intervalo
( )S

m
ddA λλ/  ±  ( )S

m
ddAs λλ/3×  para considerar que la absorbancia del interferente es lineal

en este intervalo de longitudes de onda para un tiempo t, ver Figura 21.
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Figura 21: (a) Espectro hipotético especie X, interferencia Z y muestra S (b)
Representación Aj’ frente λj para X, Z y S

- Estimación de la concentración del analito
Deben seleccionarse tres longitudes de onda λj, λk y λl pertenecientes al intervalo

lineal de la interferencia [λ1, λn] para calcular la concentración del analito. La
absorbancia de la muestra a estas longitudes de ondas y a un tiempo t, considerando que
el modelo de calibración es de adición estándar, podría escribirse como:

AS,j = MX,j 0
Xc  + MX,j i

Xc  + a + b λj

AS,k = MX,k 0
Xc  + MX,k i

Xc  + a + b λk

AS,l = MX,l 0
Xc  + MX,l i

Xc  + a + b λl      [ec. 8]
donde 0

Xc  es la concentración del analito en la muestra, i
Xc  es la concentración de

analito añadida (el subíndice i indicaría el patrón de la adición estándar) y MX,j, MX,k y MX,l

son las pendientes de las rectas de calibración tipo adición estándar a λj, λk y λl del analito
X para un tiempo t.

Teniendo en cuenta los parámetros, p y q, ver Figura 22
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se pueden definir dos rectas como diferencias ponderadas entre AS,j y AS,l  y entre
AS,j y AS,k:

  q ∆AS,k,j = q (AS,k - AS,j) = q ∆Mk,j 0
Xc  + q (AZ,k - AZ,j) + q ∆Mk,j i

Xc
     p ∆AS,l,k = p (AS,l - AS,k) = p ∆Ml,k 0

Xc  + p (AZ,l - AZ,k) + p ∆Ml,k i
Xc     [ec. 10]

Estas dos rectas permiten el cálculo de la concentración del analito a partir de la
abscisa del punto de intersección entre ambas o punto H (-cH, ∆AH), donde cH es igual a
cX

0 , la concentración del analito en la muestra a un tiempo t dado.
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Para optimizar los resultados, se seleccionan longitudes de onda que hagan máximo
el denominador de la ecuación [ec. 11] (mayor señal del analito frente al ruido o pequeñas
desviaciones de la linealidad del interferente).
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Figura 22: (a) Relación geométrica de la absorbancia del interfernte (b) Representación
incremento absorbancia frente concentración de X

Como el número de tríos (λj, λk y λl) posibles suele ser elevado, el GHPSAM es un
modelo multivariado.

En ausencia de efecto matriz, no es necesario realizar un experimental basado en la
adición estándar. Los valores de MX,j, MX,k y MX,l corresponderían a las pendientes de las
rectas de calibración del analito, es decir, a sus correspondientes coeficientes de
absortividad molar o medidas relacionadas.

- Consideraciones adicionales para estudios cinéticos
Para análisis cinéticos, se han de tener en cuenta ciertas consideraciones especiales

que han sido propuestas por primera vez en esta serie de estudios. El GPSAM puede ser
aplicado para cada tiempo de forma independiente como se ha explicado en los apartados
anteriores. Sin embargo, si se cumplen ciertos requisitos espectrales la aplicación del
GHPSAM puede aportar soluciones a ciertos problemas característicos de los análisis
cinéticos.

Consideremos que el espectro de la interferencia global cambia en función del
tiempo pero el comportamiento espectral en el intervalo [λ1, λn] es lineal para cada valor
de tiempo. Usando los incrementos GHPSAM, el efecto de la interferencia puede ser
eliminado independientemente de cada tiempo. Si la forma del espectro del analito no
cambia con el tiempo, los modelos GHPSAM serán validos independientemente del valor
del tiempo. Este caso correspondería a una mezcla donde la interferencia total (reactivo o
interferente en la muestra) y/o analito presentaran una evolución en función del tiempo.

- Programación del método
Se ha desarrollado programas escritos en lenguaje Visual-Basic para facilitar el

procedimiento del GHPSAM. En la Figura 23 se muestra el diagrama de flujo de los
programas para la determinación de un analito. Como puede observarse, el método
implica pocos pasos, es sencillo y flexible permitiendo cambios en los criterios de
selección de variables. El cálculo completo implica un tiempo de cálculo que oscila entre
15-60 s.



Figura 23: Diagrama de flujo de los programas en Visual-Basic: GHPSAM de un analito
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3.2.1.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Para las mediciones se usó un espectrofotómetro Hewlett-Packard HP8453 UV -

visible de fila de diodos, (Palo Alto, CA, USA) equipado con una celda de cuarzo de
camino óptico 1 cm como se muestra en la Figura 12.

El sistema cromatográfico consistió en una bomba cuaternaria (Hewlett-Packard,
1050 series) y un detector UV (Heweltt-Packard, 1100 series). La señal UV fue
monitorizada a 220 nm (Figura 13).

 La disolución madre y las disoluciones de trabajo de PAP se prepararon
diariamente en agua destilada hervida y después enfriada. Al hervir el agua destilada
durante 10 minutos se evita la oxidación del PAP por el oxígeno disuelto.

Los cartuchos de extracción eran BondElut™PPL (6 mL/500 mg) (Varian, USA) o
Strata SDB-L (Phenomenex, USA).

Se utilizó una columna Lichospher 100 RP18 5 µm, 125 mm x 4 mm D.I. (Merck).
La fase móvil era una mezcla de acetonitrilo y agua (40:60, v/v) que se bombeo a 1
mL/min, siendo el volumen de muestra inyectada 20 µL. Todos los disolventes se
filtraron con membranas de nylon, 0.45 µm (Tecknokroma, España) antes de ser
utilizados y se desgasificaron con helio.

- Procedimiento de medida de la absorbancia nativa de los fenoles
En investigaciones previas [38], la extracción en fase sólida usando cartuchos fue

optimizada para compuestos fenólicos.
Las columnas de extracción BondElut™PPL se acondicionaron con 2 mL de

metanol, seguidos de 5 mL de agua acidificada a pH = 3 (H3PO4).
Las disoluciones fenólicas acidificadas (se utilizó H3PO4 para ajustar el pH de las

disoluciones a 3) fueron transferidas al cartucho y lavadas con 1 mL de acetonitrilo-agua
(25:75 v/v). Después, los compuestos fenólicos fueron eluidos de la columna con 3 mL de
acetonitrilo-agua (50:50 v/v). Se registró la absorbancia entre 220-440 nm.

- Procedimiento para la medida de la absorbancia del derivado PAP-fenólico
Se adaptó el procedimiento de formación de derivados de la referencia [30]. Se

mezclaron 1 mL de PAP 300 mg/L, 1 mL de KIO4
 3.3 × 10-3 mol/l y 200 µL de NaOH

0.165 mol/L con 0.8 mL de la disolución de compuesto fenólico. Las disoluciones patrón
de fenol y o-cresol se prepararon con una concentración entre 0 y 37.5 µg/L. La
absorbancia entre 500 - 750 nm se registró en función del tiempo, comenzando 20 s
después de la adición de la disolución de NaOH y a intervalos de 30 s en 580 s.

- Muestreo
Las muestras de agua de puerto (Valencia, España) fueron fortificadas con fenol

(0.075-0.75 mg L-1) o con un compuesto fenólico (0.03 y 0.12 mg L-1); el pH se ajustó a 3
con una solución concentrada de H3PO4. El volumen de agua procesada varió entre 100 y
1000 mL; los analitos se preconcentraron en un cartucho de extracción en fase sólida
como se ha descrito anteriormente.

Las muestras de agua de lago fueron recogidas de la L'Albufera (Valencia,
España). Las muestras se filtraron y almacenaron en condiciones ácidas (H3PO4 pH=3).
También se prepararon muestras fortificadas.



Capítulo 3.2: PROCEDIMIENTOS EN ESTÁTICO

- 62 -

Las columnas de extracción (cartuchos Strata SDB-L, Phenomenex, USA) fueron
acondicionadas pasando 2 mL de metanol, seguidos de 5 mL de agua acidificada (H3PO4
pH=3). Los patrones acidificados y las muestras se transferieron a los cartuchos que se
lavaron con 1 mL de acetonitrilo-agua (1:3 v/v). Los compuestos fenólicos fueron eluidos
de la columna con 3 mL de acetonitrilo-agua (1:1 v/v), registrándose la absorbancia en los
extractos.

Figura 24: Puntos de muestreo para el análisis de fenoles

- Tratamiento de datos
Los cálculos para la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS) se realizaron

con el paquete estadístico The Unscrambler. Para el desarrollo de los cálculos para el
GHPSAM, se utilizó un programa escrito en lenguaje VisualBasic (Microsoft Excel).
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3.2.1.3.- DETERMINACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA DIRECTA
- Localización de los intervalos espectrales lineales para la interferencia

desconocida
Como se explicó en los fundamentos teóricos, el GHPSAM se basa en la selección

de tres longitudes de onda donde la señal de la interferencia desconocida puede
considerarse lineal respecto la longitud de onda. Para su selección se han empleado las
dos opciones descritas en la introducción del capítulo. Se prefiere el primer método,
descrito en los fundamentos teóricos, debido a la simplicidad de los cálculos. Se
seleccionan los intervalos horizontales de las gráficas ''''

, / jjS MA  frente λj, siendo ''
, jSA  la

derivada segunda del espectro de la muestra y ''
jM  la derivada segunda del coeficiente de

absorción molar del compuesto fenólico obtenido a partir de disoluciones patrón.
El espectro UV - visible de las disoluciones patrón de fenol, muestras de agua y

muestras fortificadas mostraron que los valores de absorbancia eran aditivos. Este hecho
permitió el estudio de muestras fortificadas porque la cantidad adicionada de analito no
sufría ningún cambio.

La Figura 25a muestra el espectro de las disoluciones patrón con 10 mg/L de los
analitos estudiados: fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, 4-cloro-fenol y 4-cloro-3-
metilfenol. El espectro de las muestras de agua y muestras fortificadas con 10 mg/L de
fenol después del procedimiento de preconcentración para diferentes volúmenes de agua
procesada (entre 100 - 1000 mL) se muestran en la Figura 25b. Se puede apreciar el
pequeño cociente entre señal del analito y señal de la interferencia.
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Figura 25: (a) Espectros UV-visible de disoluciones patrón de los analitos (10 mg/L):
fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, 4-cloro-fenol y 4-cloro-3-metilfenol. (b) Espectros UV-visible
de las muestras de agua no fortificadas (0) y fortificadas con 10 mg/L de fenol (10) para
diferentes volúmenes de agua procesados (100 - 1000 mL)

En la Figura 26 se muestra un ejemplo de los gráficos jjSA ε ′′′′ ,  frente λj para
muestras de aguas fortificadas y no fortificadas. Como se estableció en las bases teóricas
del método, en el intervalo donde el cociente es constante, el comportamiento de la
interferencia espectral puede ser considerado lineal. La selección de tres longitudes de
onda dentro de este intervalo permite obtener la concentración del analito libre de error
sistemático.
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Figura 26: Representación ''
,

''
, / jphenoljSA ε  frente λj para agua de puerto no fortificada y

fortificada con 0.3 mg/L de fenol (después de la etapa de preconcentración ∼10 mg/L)

A pesar del ruido, las señales en el intervalo 260-290 nm fueron consideradas como
adecuadas para el cálculo de la concentración de fenol. Las posibles divisiones por cero
(puntos de inflexión para el analito, ver Figura 25) deben ser localizadas con la finalidad
de eliminarlas debido a que originan valores de cociente anormalmente altos.

Los gráficos jjSA ε ′′′′ ,  frente λj proporcionan una estimación previa de la
concentración de analitos siendo igual al valor constante de la correspondiente ordenada.
Sin embargo, esas predicciones estarán afectadas por un error, dado que son obtenidas
usando segundas derivadas y se incrementa el cociente ruido-señal. Estos valores por
tanto no serán definitivos, pero son adecuados para la selección del intervalo lineal de la
interferencia y para obtener una estimación inicial de la concentración de analito.

Para el intervalo 260-290 nm, se realizó un estudio adicional de la linealidad de la
interferencia, ver fundamentos teóricos, al estar la longitud de onda del máximo de
absorción del espectro del analito incluida. Se seleccionan las parejas de longitudes de
onda localizadas en ambos lados del máximo del analito y que presentan la misma
absorbancia para el analito (AX,j = AX,k). La diferencia entre las correspondientes
absorbancias ∆AX,j,k a estas longitudes de onda (λj y λk) se restringe a valores menores de
2.5 %. Dividiendo ∆AS,j,k por el correspondiente ∆λj,k, se obtiene un valor que será
equivalente al valor de la primera derivada de la muestra a la longitud de onda del
máximo de absorbancia del analito si el interferente es lineal.

Otro tipo de comportamiento espectral del interferente producirá valores
∆AS,j,k/∆λj,k completamente diferentes para cada incremento de longitud de onda.
Cocientes ∆AS,j,k /∆λj,k con una gran variación para todos los posibles incrementos de
longitudes de onda (λj y λk) y/o estadísticamente diferentes de ( )S

mλλdA/d  indican que el
espectro del interferente no es lineal en el intervalo de longitudes de onda seleccionados.

Las Tablas 12 y 13 muestran los valores estimados de ∆AS,j,k/∆λj,k y los valores del
espectro de primera derivada para la muestra de agua de puerto a la longitud de onda de
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máxima absorbancia de cada especie (λm). Los valores estimados  de ∆AS,j,k/∆λj,k estaban
incluidos en el intervalo ( )S

mλλdA/d  ± 3 × s( ( )S
mλλdA/d ). Los resultados obtenidos para

diferentes volúmenes de agua procesados fueron consistentes. Por lo tanto, de acuerdo
con los fundamentos teóricos del método, la linealidad de la interferencia en el intervalo
260-290 nm está confirmada.

Tabla 12: Valores de ∆AS,j,k/∆λj,k estimados en el intervalo 260-290 nm y valores de
( )S

mλλdA/d con λm = 270 nm, para muestras de fenol. La desviación estándar (s) está también
incluida para ambos valores

volumen
agua (mL)

c fenol añadida
(mg L-1)

∆AS,j,k/∆λj,k s(∆AS,j,k/∆λj,k) ( )S
mdA/d λλ  ±

3 × s (dA/dλ)
100 0 -0.0039 0.0005 (n = 11) -0.0058 ± 0.0006
100 0.3 -0.0024 0.0002 (n = 11) -0.003 ± 0.002
100 0.785 -0.0008 0.0007 (n = 11) 0.000 ± 0.002
250 0 -0.0112 0.0010 (n = 9) -0.023 ± 0.005
250 0.3 -0.0071 0.0007 (n = 9) -0.011 ± 0.007
500 0 -0.0095 0.0002 (n = 10) -0.0094 ± 0.0002
500 0.06 -0.0076 0.0009 (n = 10) -0.007 ± 0.002
1000 0 -0.0152 0.0003 (n = 10) -0.0130 ± 0.0012
1000 0.03 -0.0155 0.0011 (n = 10) -0.0133 ± 0.0017
1000 0 -0.0178 0.0009 (n = 11) -0.0178 ± 0.0013
1000 0.075 -0.0128 0.0028 (n = 11) -0.010 ± 0.003

Tabla 13: Valores de ∆AS,j,k/∆λj,k estimados en el intervalo 260-290 nm y valores de
( )S

mλλdA/d , para muestras de cresoles y clorofenoles. La desviación estándar (s) está también
incluida para ambos valores.

vol. agua
(ml)

Cañadida
(mg L-1)

∆AS,j,k/∆λj,k s(∆AS,j,k/∆λj,k) ( )dA / dλ
λm

S
 ±

3× s(dA/dλ)
o-cresol 250 0 -0.0061 0.0004 (n=12) -0.0066 ± 0.0006

250 0.12 -0.0053 0.0005 (n=12) -0.0061 ± 0.0016
λm = 270 nm 1000 0 -0.0198 0.0016 (n=12) -0.023 ± 0.004

1000 0.03 -0.0189 0.0016 (n=12) -0.023 ± 0.003
m-cresol 250 0 -0.0062 0.0004 (n=10) -0.0060 ± 0.0010

250 0.12 -0.0050 0.0010 (n=10) -0.0036 ± 0.0005
λm = 271 nm 1000 0 -0.0197 0.0012 (n=10) -0.021 ± 0.003

1000 0.03 -0.0213 0.0015 (n=10) -0.022 ± 0.002
p-cresol 250 0 -0.0058 0.0001 (n=12) -0.0054 ± 0.0002

250 0.12 -0.0048 0.0007 (n=12) -0.0046 ± 0.0015
λm = 277 nm 1000 0 -0.0175 0.0009 (n=12) -0.0180 ± 0.0011

1000 0.03 -0.0171 0.0016 (n=12) -0.0161 ± 0.0012
4-cloro 250 0 -0.0056 0.0001 (n=10) -0.0056 ± 0.0001
fenol 250 0.12 -0.0058 0.0002 (n=10) -0.0056 ± 0.0001

λm = 280 nm 1000 0 -0.0167 0.0004 (n=10) -0.0163 ± 0.0010
1000 0.03 -0.0180 0.0006 (n=10) -0.0174 ± 0.0007

4-cloro-3- 250 0 -0.0056 0.0001 (n=10) -0.0055 ± 0.0001
metilfenol 250 0.12 -0.0047 0.0006 (n=10) -0.0046 ± 0.0010

λm = 280 nm 1000 0 -0.0166 0.0002 (n=10) -0.0154 ± 0.0010
1000 0.03 -0.0169 0.0003 (n=10) -0.0177 ± 0.0014
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- Estimación de la concentración del analito: Aplicación a muestras de agua
La concentración del analito puede obtenerse aplicando las ecuaciones del

GHPSAM en el intervalo 260-290 nm. La selección de tríos (λk, λj, λl) se basó en el
siguiente criterio: una distancia entre las tres longitudes de onda superior a 4 nm y un
coeficiente de determinación (r2) para la curva de calibración resultante (Ak - q Aj - p Al
vs. c) mayor que 0.995. Las predicciones finales son obtenidas como media de los
resultados proporcionados por 50 incrementos de absorbancia con la mayor pendiente de
la curva de calibración, ver fundamentos teóricos.

Las recuperaciones estimadas para las disoluciones patrón de fenol mediante el
GHPSAM se presentan en la Tabla 14. Las predicciones fueron comparadas con los
resultados obtenidos substrayendo la absorbancia de la muestra a λ = 270 nm, máximo de
absorbancia del espectro del fenol, a la absorbancia de la disolución del blanco (AS,270 -
Ab,270). Ambas disoluciones habían sido procesadas de forma idéntica. Como puede
observarse en la Tabla 14, para disoluciones estándar, los resultados son coincidentes a
pesar del volumen de muestra usado (6 - 1000 mL) y la concentración de fenol en la
muestra (0.0375 - 12.5 mg/L). Usando estos valores, el coeficiente de variación fue del
8.5 %.

Tabla 14: Comparación de la recuperación para disoluciones patrón de fenol
volumen agua (mL) cfenol añadido

(mg L-1)
% recuperación

GHPSAM
% recuperación

AS, 270-Ab, 270

6 6.25 100 ± 11 112.5
12.5 75 ± 6.5 89.5

12 3.1 95 ± 10 98.5
6.25 80 ± 8 75

18 2.1 68 ± 6 77
4.2 82.5 ± 7.5 80

24 1.3 88 ± 8 92
3.1 83.5 ± 7.5 78

30 1.25 96 ± 7 99.5
2.5 94 ± 9 97.5

36 1 86 ± 8 90.5
2.1 86 ± 7.5 89

42 0.9 84 ± 7 83
1.8 80.5 ± 6.5 79

48 0.8 94 ± 8 94
1.6 79.5 ± 6.5 80

100 0.375 87 ± 8 91
0.75 82 ± 7.5 81.5

250 0.15 84 ± 8 90
0.3 81 ± 7 85

500 0.075 82 ± 6 89
0.15 89 ± 8 90

1000 0.0375 80 ± 6 86
0.075 80 ± 7 88
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Se realizó un análisis de la varianza (ANOVA). Primeramente, se evaluó la
influencia del volumen de muestra. Las recuperaciones fueron independientes de este
parámetro, ya que los resultados fueron Fcalculado = 1.89 y Fk-1, k(h-1) = 2.94 para un nivel de
significación α = 0.05, donde k-1 son los grados de libertad entre k-grupos y k(h-1) son
los grados de libertad entre grupos con h-valores. La influencia de la concentración de
fenol se evaluó considerando cinco niveles de concentración siendo los límites 12.5, 2.5,
1.25 y 0.3 mg/L. Estos niveles cumplían los requisitos básicos del ANOVA: los datos
estaban normalmente distribuidos y las varianzas eran iguales para todas las muestras
(test de Bartley). El valor Fcalculado = 7.48 fue inferior al valor crítico Fk-1, k(h-1) = 14.17, lo
que indicó que las recuperaciones fueron independientes de la concentración de fenol.

Un test t para muestras independientes mostró que las medias obtenidas por ambos
métodos (GHPSAM y A-Ab) fueron estadísticamente idénticas (t = -1.421, con 46 grados
de libertad y α = 0.162). Las varianzas de los dos métodos fueron homogéneas (F =
0.369, α = 0.546).

Muestras reales fortificadas fueron analizadas por espectrofotometría UV-visible
y cromatografía líquida (HPLC) con detector UV. La Figura 27 muestra las
recuperaciones obtenidas para muestras con fenol y muestras con otros compuestos
fenólicos. Se compararon los resultados obtenidos con GHPSAM, HPLC y los resultados
obtenidos de diferencias (AS,λm - Ab,λm) donde AS,λm es la absorbancia de la muestra
fortificada y Ab,λm es la absorbancia de la muestra sin fortificar a la longitud de onda del
máximo de absorbancia de cada especie (λm). El método basado en los valores (AS,λm -
Ab,λm) solamente puede utilizarse en estudios de recuperación porque en este caso se
conoce la absorbancia de la muestra no adicionada. Destacar que el GHPSAM no necesita
una muestra libre de fenol porque localiza los intervalos lineales adecuados del registro
de la muestra con o sin fenol.

Para la determinación de fenol, el test t para muestras independientes mostró que
las medias obtenidas mediante GHPSAM eran estadísticamente comparables con las
obtenidas con los métodos AS,λm - Ab,λm (t = 0.684, 10 grados de libertad, α = 0.286)  o
HPLC (t = 1.128, 10 grados de libertad, α = 0.286). Las varianzas para los dos métodos
ensayados fueron homogéneas (F = 3.379, α = 0.096 y F = 0.556, α = 0.473,
respectivamente). Para el resto de compuesto fenólicos se obtuvieron resultados similares.

El GHPSAM proporcionó resultados acordes con los del método HPLC. El factor
de concentración ensayado se situó entre 33.3 y 333.

Los resultados para muestras de agua de puerto se muestran en la Tabla 15. Se
incluyen las concentraciones estimadas en la disolución concentrada final y en la muestra
inicial. Los valores calculados para la concentración de analito (media ± desviación
estándar) son consistentes para los diferentes volúmenes de agua procesados (100 - 1000
mL). En todos los casos, las concentraciones estimadas para fenol y sus derivados en
aguas de puerto fueron próximos o inferiores al límite de detección.
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Figura 27: Comparación de los porcentajes de recuperación para las muestras de agua de
puerto fortificadas con fenol (a) y fortificadas con otros compuestos fenólicos (b). Comparación
de los valores obtenidos por el GHPSAM, por la diferencia de absorbancia entre muestra
fortificada (AS,λm) y no fortificada (Ab,λm) a la longitud de onda de máxima absorbancia de cada
especie (λm) y por HLPC. El símbolo (•) indica una señal inferior al límite de detección

Los límites de detección se calcularon como 3sy/x/b, siendo sy/x la desviación
estándar de la regresión y b la pendiente de la curva de calibrado del compuesto fenólico.
Usando el factor de preconcentración máximo para el método propuesto de extracción
líquido-sólido, los límites de detección fueron: 2.4 µg/L (fenol), 4.8 µg/L (o-cresol), 2.8
µg/L (m-cresol), 1.2 µg/L (p-cresol), 5.4 µg/L (4-cloro-fenol) y 4.8 µg/L (4-cloro-3-
metilfenol). Los límites alcanzados son similares a los correspondientes aotros métodos
propuestos para el análisis de compuestos fenólicos [6-15].
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Tabla 15: Predicciones estimadas para la disolución concentrada y para las muestras de
agua de puerto no fortificadas obtenidas por el GHPSAM

analito volumen agua
(mL)

cextracto GHPSAM
(mg L-1)

Cmuestra GHPSAM
(mg L-1)

fenol 100 -0.35 ± 0.17 -0.0105 ± 0.005
250 -0.38 ± 0.15 -0.0046 ± 0.0018
500 1.2 ± 0.2 0.0072 ± 0.0012
1000 0.9 ± 0.5 0.0027 ± 0.0015
1000 1.8 ± 0.4 0.0054 ± 0.0012

o-cresol 250 -0.6 ± 0.07 -0.0072 ± 0.0008
1000 -1.4 ± 0.2 -0.0042 ± 0.0006

m-cresol 250 -0.1 ± 0.11 -0.0012 ± 0.0013
1000 -0.7 ± 0.4 -0.0021 ± 0.0012

p-cresol 250 -0.08 ± 0.07 -0.0010 ± 0.0008
1000 0.6 ± 0.2 0.0018 ± 0.0006

4-cloro-3- 250 -0.06 ± 0.19 -0.001 ± 0.002
metilfenol 1000 1.1 ± 0.6 0.0033 ± 0.0018

4-clorofenol 250 0.15 ± 0.1 0.0018 ± 0.0012
1000 0.9 ± 0.5 0.0027 ± 0.0015

Estas estimaciones están de acuerdo con las que se obtuvieron con el método
cromatográfico. Las señales obtenidas fueron inferiores a tres veces la señal del ruido. En
la Figura 28 se representa un ejemplo de una muestra de agua de puerto no fortificada y
fortificada con 0.3 mg/L de cada compuesto fenólico. Se puede observar que las señales
cromatográficas de las muestras de agua al tiempo de retención de cada analito, fueron
similares al limite de detección, incluso para dos volúmenes procesados diferentes.
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Figura 28: Cromatogramas obtenido para diferentes volúmenes procesados de muestra de
agua: 500 mL (línea continua) y 1000 mL (línea discontinua) y para una muestra fortificada con
0.3 mg L-1 de cada compuesto fenólico con un factor de preconcentración de 333 (línea punteada).
Los tiempos de retención de cada analito están incluidos. Ver texto para los detalles
experimentales.

3.2.1.4.- DETERMINACIÓN BASADA EN LA FORMACIÓN DE
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DERIVADOS
- Consideraciones iniciales sobre la señal en función del tiempo
El objetivo es el estudio de la cinética del analito en la reacción de varios

compuestos fenólicos con p-aminofenol y KIO4 en presencia de NaOH, sabiendo de la
evolución del reactivo absorbente y evitando su contribución a la señal total. El fenol y o-
cresol fueron escogidos como modelos de compuestos fenólicos. El fenol es el
contaminante medioambiental más común y el o-cresol se eligió como ejemplo de los
compuestos fenólicos bisustituidos.

La Figura 29 muestra los espectros en función del tiempo para la disolución del
blanco reactivo y para las disoluciones patrón. Como puede observarse el máximo del
espectro se localiza a λ = 626 nm para el derivado del fenol y a λ = 614 nm para el
derivado del o-cresol. Para estas longitudes de onda, la proporción de absorbancia de
reactivo respecto la absorbancia total se sitúa entre 10 - 80 %.

Se observa un comportamiento espectral lineal de la disolución del blanco en
función de la longitud de onda para distintos tiempos. Además, se observan cambios en la
forma espectral siendo esta evolución mayor para longitudes de onda bajas. Este
comportamiento espectral del blanco puede describirse como una línea cuya pendiente y
ordenada se incrementan en función del tiempo.

Para cada tiempo, se calculó la curva de calibración univariada de cada analito
fenol y o-cresol. Las representaciones normalizadas de la pendiente (εnor,j) como función
de la longitud de onda, gráficos εnor,j frente λj, son idénticos  para los diferentes tiempos
en la región 580 - 740 nm (Tabla 16). Este hecho indica que la forma espectral del
derivado fenólico no cambió con el tiempo a diferencia de lo que ocurre en el reactivo.

Tabla 16: Parámetros de las regresiones εnor,t frente εnor,580 (n=161) para los calibrados de
fenol y o-en el intervalo 580-740 nm

Tiempo
reacción (s)

20 140 220 300 420

Fenol b 1,08 ± 0,09 1,04 ± 0,06 1,03 ± 0,05 1,02 ± 0,03 1,00 ± 0,03
a -0,09 ± 0,06 -0,05 ± 0,04 -0,03 ± 0,03 -0,02 ± 0,02 -0,01 ± 0,02

R2 0,9990 0,9995 0,9997 0,9998 0,9999
sYX 0,12 0,08 0,07 0,05 0,04

o-cresol b 1,02 ± 0,02 1,02 ± 0,06 1,03 ± 0,04 1,05 ± 0,01 1,04 ± 0,08
a -0,05 ± 0,15 -0,05 ± 0,12 -0,06 ± 0,10 -0,06 ± 0,07 -0,05 ± 0,06

R2 0,993 0,996 0,997 0,998 0,999
sYX 0,30 0,24 0,20 0,15 0,12
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(a)

(b)

(c)

Figura 29: Espectro en función del tiempo para la disolución del blanco de reactivos (a),
una disolución patron de 5 mg/L de fenol (b) y una disolución patrón de 5 mg/L de o-cresol (c)
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- Selección de la señal analítica
En la Figura 30, se muestra un ejemplo de los gráficos ''''

, / jjSA ε  frente λj para las

disoluciones patrón a un tiempo dado, siendo ''
jε  la derivada segunda del coeficiente de

absortividad molar del correspondiente derivado fenólico, obtenido a partir de la
pendiente de la curva de calibración lineal para una evolución con el tiempo de 580 s. A
pesar del ruido, las señales en el intervalo 600 - 740 nm pueden considerarse adecuadas
para el cálculo de las concentraciones de los compuestos fenólicos. Pueden distinguirse
dos subintervalos lineales. El ruido en la primera región (600 - 650 nm) se debe a la
presencia de puntos de inflexión en el espectro del analito, ver Figura 30. Deben ser
consideradas las posibles divisiones por cero (puntos de inflexiones del analito) para
eliminarlas porque darían lugar a valores del cociente anormalmente altos o bajos. Por lo
tanto, esta situación espectral necesitará un estudio adicional para demostrar la linealidad
del interferente.
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Figura 30: Representación ''''
, / jjSA ε  frente λj para el blanco de reactivos (a) y

disoluciones patrón (b) después de 300 s del mezclado de los reactivos-analito, siendo ''
jε  la

derivada segunda de la pendiente de la curva de calibrado después de 580 s del mezclado

Se seleccionaron parejas de longitudes de onda situadas a ambos lados del máximo
del analito y que presentaran la misma absorbancia para el analito (AX,j = AX,k). La
diferencia entre las absorbancias ∆AX,j,k a estas longitudes de onda (λj y λk) fueron
acotadas a valores inferiores al 2 %. Dividiendo ∆AS,j,k por el correspondiente ∆λj,k se
obtuvo un valor que cuando el interferente era lineal, equivalía al valor de la primera
derivada de la muestra a la longitud de onda del máximo de absorbancia del analito. Otro
tipo de comportamiento espectral del interferente hubiera producido valores ∆AS,j,k/∆λj,k
completamente diferentes para cada incremento de longitudes de onda.

La Tabla 17 recoge los valores estimados para ∆AS,j,k/∆λj,k y los valores ( )S
mλλdA/d

para el espectro de primera derivada para los diferentes tiempos a la longitud de onda del
máximo del analito de cada especie (λm). Los valores estimados de ∆AS,j,k/∆λj,k (n = 23
para el fenol y n = 12 para o-cresol) estuvieron incluidos en el intervalo ( )S

mλλdA/d  ± 3 ×
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s( ( )S
mλλdA/d ). Por lo tanto, de acuerdo al fundamento teórico, la linealidad del

interferente en el intervalo 600 - 650 nm fue confirmada.

Tabla 17: Valores de ∆AS,j,k/∆λj,k estimados en el intervalo 600-650 nm y valor de
( )S

mλλdA/d con λm = 626 nm para las disoluciones de fenol y λm = 614 nm para las disoluciones
de o-cresol

tiempo
reacción (s)

∆AS,j,k/∆λj,k s(∆AS,j,k/∆λj,k) ( )S
mdA/d λλ  ±

3 × s (dA/dλ)
Fenol 20 -0.0012 0.0002 -0.0012 ± 0.0002

λm = 626 nm 140 -0.0014 0.0003 -0.0013 ± 0.0002
220 -0.0018 0.0003 -0.0017 ± 0.0002
300 -0.0024 0.0004 -0.0022 ± 0.0002
420 -0.0040 0.0006 -0.0031 ± 0.0003
580 -0.0066 0.0012 -0.0047 ± 0.0018

o-cresol 20 -0.0020 0.0005 -0.0014 ± 0.0004
λm = 614 nm 140 -0.0029 0.0008 -0.0028 ± 0.0007

220 -0.0033 0.0008 -0.004 ± 0.0008
300 -0.0038 0.0008 -0.0034 ± 0.0007
420 -0.0053 0.0007 -0.0048 ± 0.0011
580 -0.0072 0.0006 -0.0089 ± 0.0027

- Estimación de la concentración: Estudios cinéticos
La concentración del analito puede ser estimada aplicando las ecuaciones del

GHPSAM para el intervalo 600 - 740 nm, y para los diferentes subintervalos, empleando
los registros de absorbancia obtenidos a 580 s como referencia. La selección de los
conjuntos de tres longitudes de onda (λk,λj,λl) se basó en los siguientes criterios: distancia
entre las tres longitudes de onda mayor que 4 nm y un coeficiente de determinación (r2)
para la curva de calibración resultante (Ak - q Aj - p Al frente c) mayor que 0.995. Las
predicciones finales se obtuvieron como media de los resultados proporcionados por los
50 incrementos de absorbancia con mayores pendientes de las curvas de calibrado.

Se obtuvieron predicciones robustas en el intervalo 600 - 700 nm,
independientemente del tamaño del subintervalo. Para cada tiempo, la concentración de
los analitos fue calculada usando la curva de calibración del GHPSAM a 580 s.Las
predicciones del GHPSAM para el derivado del fenol y del o-cresol se muestran en la
Figura 31. También se incluye la señal residual del blanco no explicada por el GHPSAM
expresada como concentración de analito. Como puede deducirse, GHPSAM eliminó con
éxito la señal del blanco para todos los tiempos ensayados a pesar de su evolución con el
tiempo.

Se emplearon también el método de diferencia univariada y la regresión PLS para
estimar la concentración del analito usando como referencia la correspondiente curva de
calibración a 580 s del mezclado de los reactivos.

Para el máximo de absorbancia del espectro del derivado fenólico, se calculó la
diferencia entre la absorbancia del derivado y la absorbancia del blanco reactivo (AS,λm(t)
- Ab,λm(t)) a cada tiempo. La cinética del derivado del analito usando como referencia t =
580 s se muestra en la Figura 31.
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Los resultados obtenidos a λm = 626 nm para el derivado del fenol y a λm = 614 nm
para el derivado de o-cresol son similares a las predicciones del GHPSAM. Sin embargo,
este método requiere también la medida de la absorbancia del blanco reactivo a los
diferentes tiempos  mientras que el GHPSAM solamente requiere la medida de la
disolución del compuesto fenólico.
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Figura 31: Cinética del derivado del analito y cinética del reactivo no cancelada obtenidas
de la predicciones empleando como referencia la curva de calibración después de 580 s del
mezclado de los reactivos siendo (a) fenol y (b) o-cresol. Los métodos de regresión son:
calibración univariada basada en diferencias (AS,λm(t) - Ab,λm(t)) (λm = 626 nm para el derivado
del fenol y λm = 614 nm para el derivado del o-cresol), método GHPSAM y método PLS.

Se obtuvo el modelo PLS usando como conjunto de calibración los datos de
absorbancia para t = 580 s y el conjunto de predicción contenía los espectros medidos a
cada tiempo individual (t). La concentración de analito estimada y la concentración del
blanco reactivo en función del tiempo presentaron un gran error de predicción, ver
Figura 31. Esta regresión multivariada no permite el modelado de los diferentes
fenómenos en el blanco reactivo o en una matriz desconocida como su evolución en la
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escala de tiempos. GHPSAM opera adecuadamente con este tipo de datos como se ha
establecido previamente.

Finalmente, fue evaluada y cuantificada la variación de la concentración de analito
en función del tiempo de reacción. Se observó que el comportamiento cinético de los
productos de reacción seguía una cinética de pseudo-primer orden. La constante de
velocidad de formación del derivado del fenol fue k = (64 ± 2) × 10-3 min-1 (t > 2 min).
Mientras que el derivado del o-cresol tenía una región inicial con una constante de
velocidad de formación de k = (54 ± 10) × 10-3 min-1 (t < 2 min).

Por lo tanto, el GHPSAM es un método multivariado que permite aislar la
evolución en el tiempo del analito usando una única curva de calibrado. Esta estrategia
evita la medida del blanco con el tiempo porque logra cancelar su contribución.

- Figuras de mérito para determinaciones de compuestos fenólicos
Los patrones de fenol y o-cresol que cubrían el intervalo de 0 - 20 µg/L fueron

medidos sin la etapa de preconcentración. Los parámetros de la recta de calibrado para
los diferentes tiempos de reacción se resumen en la Tabla 18.

El GHPSAM proporciona resultados similares o mejores que la calibración
univariada a la longitud de onda del máximo de absorbancia que no puede evidenciar y
corregir la presencia de interferencias. Además, GHPSAM proporciona mejor relación
señal-ruido (N/S) y límites de detección (3 sYX / b). También se analizaron patrones que
cubrían el intervalo 0 - 2 µg/L incluyendo la etapa de preconcentración (factor 10). Los
parámetros de regresión variaron en un factor de 10 respecto los parámetros de regresión
mostrados en la Tabla 18. Los límites de detección alcanzados fueron 0.02 µg/L de fenol
y 0.02 µg/l de o-cresol.

Tabla 18: Figuras de mérito: (a) fenol y (b) o-cresol sin etapa de preconcentración
 (a)

señal t a b R2 syx 3*syx/b N/S

A626 20 0.002 ± 0.008 0.015 ± 0.007 0.611 0.011 2.19 0.16
140 0.006 ± 0.005 0.068 ± 0.004 0.9893 0.006 0.28 0.09
260 0.009 ± 0.005 0.119 ± 0.004 0.9966 0.006 0.16 0.08
380 0.013 ± 0.004 0.165 ± 0.003 0.9988 0.005 0.09 0.08
500 0.017 ± 0.004 0.209 ± 0.003 0.9994 0.005 0.07 0.08
590 0.020 ± 0.003 0.240 ± 0.003 0.9997 0.004 0.05 0.08

GHPSAM 20 0.0015 ± 0.0001 0.0013 ± 0.0001 0.9911 0.0001 0.26 1.16
140 0.0098 ± 0.0007 0.015 ± 0.0006 0.9953 0.0009 0.19 0.65
260 -0.0002 ± 0.0002 0.0059 ± 0.0002 0.9971 0.0003 0.15 0.03
380 0.0000 ± 0.0001 -0.0031 ± 0.0001 0.9991 0.0001 0.08 0.01
500 -0.0001 ± 0.0001 -0.0029 ± 0.0001 0.9995 0.0001 0.06 0.03
590 -0.0001 ± 0.0001 0.0024 ± 0.0001 0.9999 0.0001 0.03 0.04

(b)
señal t a b R2 syx 3*syx/b N/S

A614 20 0.05 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.974 0.02 0.45 0.33
140 0.03 ± 0.04 0.51 ± 0.03 0.9891 0.05 0.29 0.07
260 0.04 ± 0.04 0.59 ± 0.03 0.9911 0.05 0.26 0.07
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380 0.04 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9925 0.05 0.24 0.07
500 0.04 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9927 0.05 0.23 0.07
590 0.05 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9926 0.05 0.24 0.08

GHPSAM 20 0.001 ± 0.001 0.013 ± 0.001 0.9950 0.0008 0.19 0.1
140 -0.012 ± 0.004 0.072 ± 0.003 0.9952 0.005 0.19 0.16
260 -0.004 ± 0.003 0.065 ± 0.002 0.9962 0.004 0.17 0.07
380 -0.007 ± 0.003 0.070 ± 0.003 0.9962 0.004 0.17 0.1
500 -0.009 ± 0.003 0.065 ± 0.002 0.9960 0.004 0.17 0.14
590 -0.008 ± 0.003 0.071 ± 0.003 0.9955 0.004 0.19 0.12

Como puede observarse, se obtuvieron buenos resultados para un tiempo de
reacción superior a 4 minutos para ambos compuestos. Este tiempo de reacción fue
elegido para la determinación de los derivados fenólicos en muestras reales.

Estableciendo el límite de detección como tres veces la desviación estándar de la
disolución del blanco (n = 5) en unidades de concentración, se lograron valores similares
a los mostrados en la Tabla 18. La repetibilidad y la reproducibilidad se calcularon
mediante la medida de cinco patrones de 0.5 µgl/L (con etapa de preconcentración). Los
valores de repetibilidad (RSDintra) fueron 3.7 % para el fenol y 2.0 % para el o-cresol. Los
valores de reproducibilidad  (RSDinter) fueron 6.9 % para fenol y 3.5 % para o-cresol.

La velocidad de análisis, definida como el número de muestras analizadas en una
hora incluyendo la etapa de preconcentración fueron 4 muestras/hora (tres réplicas). Este
valor es similar a los métodos cromatográficos y mejor que los métodos basados en la
destilación y colorimetría con el reactivo 4-aminoantipirina.

- Determinación de los compuestos fenólicos en muestras de agua
En este estudio, las muestras fueron recogidas en el lago de L'Albufera (Valencia,

España) en siete puntos. Las localizaciones del muestreo están marcadas en el mapa de
L'Albufera (Figura 32) y los diferentes parámetros de muestreo están listados en la Tabla
IV. La extensión del lago es alrededor de 2000 Ha. También se presentan varias acequias
de irrigación y canales de aguas residuales urbanas e industriales. Los estudios
medioambientales son interesantes en esta área debido a su importancia para la
supervivencia de muchas especies biológicas.
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Figura 32: Mapa de muestreo: L’Albufera (Valencia, España)

Las muestras de agua y las muestras fortificadas fueron preconcentradas y
analizadas. El método GHPSAM propuesto (t = 4 min) fue empleado para la
determinación de la concentración. Las muestras fueron también analizadas mediante un
método de referencia (método HPLC usando el área de pico como señal analítica) [38].

Fue también empleado PLS para la determinación de fenol y o-cresol. La regresión
PLS [27] ha sido propuesta para la estimación de la concentración de los compuestos
fenólicos mediante derivatización con PAP- KIO4. La concentración en cada tiempo
puede ser estimada usando los modelos de regresión PLS calculado para cada tiempo
individual. La regresión PLS también puede ser aplicada usando datos bilineales, donde
cada vector matriz contiene todos los espectros correspondientes de cada disolución en
orden secuencial. En este caso, el bloque X contenía el espectro después de 4 min de
reacción (PLS t = 4 min) o cada espectro desde los 4 minutos de reacción (PLS bilineal).

La Figura 33 muestra los resultados de fenol y o-cresol para los diferentes
métodos. Los resultados del GHPSAM son coincidentes con los resultados del método
HPLC y métodos PLS. Un test t pareado mostró que no existían diferencias significativas
entre los métodos GHPSAM-HPLC y ambos PLS-HPLC  para un intervalo de confianza
del 90 %.

La exactitud del método fue también evaluada mediante un estudio de
recuperaciones. Una cantidad de 0.5 µg/L de fenol o o-cresol fue adicionada a las
muestras. En la Tabla 19, están recogidos los porcentajes de recuperación para
compuestos fenólicos adicionados para cada método. En todos los casos, se obtuvieron
buenos valores de recuperación (rango 74 - 109 %) para el GHPSAM,
independientemente de la localización del muestreo. Estos resultados fueron similares a
los proporcionados a los métodos HPLC y PLS.
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Figura 33: Concentración de fenol (a) and o-cresol (b) en muestras y en muestras
fortificadas calculada por diferentes métodos. A: HPLC área de pico, B: PLS bilineal, C: PLS t =
4 min and D: GHPSAM t = 4 min

El GHPSAM presenta la ventaja de la eliminación de cualquier interferencia
desconocida respecto a la calibración PLS.

Tabla 19: Resultados en muestras de agua de (a) concentraciones y (b) porcentajes de
recuperación

(a) concentración adicionada
localización pH SM* (mg/L) fenol

(µg/L)
o-cresol
(µg/L)

1 Massanassa 7.57 27.5 0.5 0.5
2 Gola del Pujol 8.93 90.8 0.5 0.5
3 El Saler 8.26 121.6 0.5 0.5
4 El Palmar 7.51 31.8 0.5 0.5
5 El Perello 8.58 76.7 0.5 0.5
6 Racó de l’Olla 9.56 90.0 0.5 0.5
7 El Palmar 9.11 166.7 0.5 0.5

(b) recuperación
HPLC

recuperación
PLS bilineal

recuperación
PLS t=4

recuperación
GHPSAM

fenol o-cresol fenol o-cresol fenol o-cresol fenol o-cresol

1 89 ± 9 92 ± 7 127 ± 23 100 ± 13 142 ± 14 97 ± 12 98 ± 9 90 ± 15
2 85 ± 9 77 ± 8 102 ± 12 100 ± 13 98 ± 7 98 ± 12 91 ± 3 96 ± 14
3 105 ± 9 102 ± 3 134 ± 15 106 ± 13 144 ± 8 104 ± 13 94 ± 3 96 ± 8
4 94 ± 10 83 ± 8 109 ± 15 88 ± 12 105 ± 9 86 ± 12 109 ± 6 84 ± 6
5 98 ± 10 93 ± 6 84 ± 17 105 ± 12 99 ± 10 103 ± 12 102 ± 9 100 ± 4
6 78 ± 7 88 ± 2 118 ± 23 94 ± 17 132 ± 14 88 ± 15 102 ± 8 74 ± 10
7 99 ± 10 88 ± 11 147 ± 23 99 ± 16 167 ± 14 97 ± 15 107 ± 8 83 ± 8

* SM: Material suspendido
Número de réplicas = 3, Factor de preconcentración = 10
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3.2.1.5.- CONCLUSIONES

- Para las dos opciones ensayadas, medida directa y formación de un derivado, se
demuestra que el GHPSAM proporciona la concentración del analito, compuestos
fenólicos, en muestras de agua en presencia de interferencias desconocidas. Permite
abordar de forma sencilla el análisis en aguas con un bajo pretratamiento de la muestra y
en ausencia de una etapa de separación más sofisticada. Es decir, se logra la cancelación
de la interferencia a pesar de su naturaleza desconocida. Además, las características
multivariadas del GHPSAM garantizan resultados robustos.

También en la segunda opción, se han demostrado las ventajas del método
GHPSAM para evaluar la cinética del analito sin errores sistemáticos. Ha permitido
estimar la evolución de la reacción entre derivados fenólicos y PAP-KIO4 en condiciones
de calidad. Para ello, se ha propuesto la cancelación de la contribución del reactivo o de
sus variaciones espectrales o temporales. Las variaciones en la forma espectral pueden ser
procedentes del consumo del reactivo como función de la concentración de analito,
tiempo de evolución o cambios en las condiciones experimentales entre la solución de
reactivo blanco patrón y las muestras. No obstante, pueden ser perfectamente corregidas
por el método porque permite aislar la contribución de analito, de modo que los
resultados son independientes de variaciones en éste.

En este sentido se ha demostrado que el GHPSAM presenta ventajas respecto a la
calibración PLS. El GHPSAM no necesita la medida de la disolución blanco patrón y
permite trabajar en la escala de tiempo empleando solamente las medidas para un tiempo
dado.

Finalmente, destacar que se ha desarrollado un programa que permite la aplicación
del método en un entorno muy accesible, de manejo sencillo, con una rápida obtención de
resultados (< 30 s) y muy flexible.

- La etapa de preconcentración en los cartuchos con relleno de estireno divinil
benceno presentan una reproducibilidad adecuada para un amplio margen de volumenes
de agua procesada y un amplio intervalo de concentraciones de analito. Además, se evita
el uso de otros métodos de pretratamiento, como la destilación o la extracción, con
disolventes orgánicos caros y medioambientalmente nocivos y que poseen una baja
velocidad de análisis. La combinación de esta etapa de preconcentración con ambas
opciones permite alcanzar límites de detección adecuados. Estos valores son inferiores a
los límites de fenoles legislados, así como el intervalo dinámico de concentraciones
obtenido cubre los niveles normales de compuestos fenólicos en aguas.

- La principal ventaja del método basado en la determinación directa es que no se
requiere ninguna reacción para la determinación debido a que se emplean las
características nativas de absorbancia de los fenoles. Por lo tanto, no hay restricciones
para el análisis de fenoles para-sustituidos, como las que poseen métodos basados en la
reacción con 4-aminoaantipirina (4-AAP) o con el propio reactivo PAP. De modo que la
determinación de p-cresol, 4-clorofenol o 4-cloro-3-metilfenol ha sido posible. Esto
permite establecer la concentración real de fenoles totales que es la actualmente legislada.
Muchos de estos compuestos para-sustituidos, son candidatos a la lista de contaminantes
descrita por la EPA. Adicionalmente se reduce la manipulación de la muestra y se
minimiza el coste del análisis, la generación de residuos ambientalmente dañinos o los
riesgos laborales por el manejo de reactivos.
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- La determinación basada en la formación de derivados con PAP presenta ciertas
ventajas frente a la determinación directa y frente a la determinación basada en la
reacción con la 4-aminoaantipirina.

Frente a la determinación directa, se ha mejorado la sensibilidad porque los
factores de preconcentración necesarios para alcanzar el rango de aplicabilidad son
menores en un cociente aproximado entre 1/3 y 1/33. La selectividad de la respuesta
también ha sido incrementada de forma química por diversos motivos: menor factor de
concentración, menor número de especies que absorben en ese intervalo de longitudes de
onda y mínimo número de especies que reaccionen con el reactivo descrito.

Frente a la determinación con 4-AAP, la utilización del PAP aporta ventajas en la
vía operativa y en la vía selectiva. El método propuesto evita la extracción con
cloroformo lo que se traduce directamente en las mencionadas ventajas de coste
económico, personal, de tiempo y de impacto medioambiental del análisis. Por otra parte,
al tratarse de una reacción no inmediata y dependiente del compuesto fenólico abre varias
posibilidades. Los perfiles cinéticos son característicos de cada compuesto fenólico o
grupos de compuestos y en consecuencia plantea la discriminación basada en el estudio
de estas diferencias. Mientras que si se quiere establecer un valor total o específico basta
evaluar su comportamiento tal como se ha propuesto en este capítulo.

- En consideración a los parámetros analíticos, límite de detección e intervalo
dinámico de concentraciones para ambos métodos propuestos son similares a otros
métodos de la bibliografía basado en determinaciones espectrofotométricas,
electroquímicas e incluso cromatográficas como se ha puesto de manifiesto.

- El control de calidad se ha aplicado en todas las etapas del análisis, asegurándose
de la correcta realización de las mismas. Como estrategias de validación de los resultados
se han aplicado test estadísticos, comparación de métodos y estudios de recuperación. La
influencia de las variables del sistema se ha estudiado mediante ensayos como el
ANOVA. Las muestras han sido también analizadas empleando descritos en la
bibliografía científica basados en otro principio analítico (HPLC) o en otro fundamento
quimiométrico (PLS). La comparación basada en el examen de hipótesis ha sido
satisfactoria.

- La etapa de muestreo se planificó basándose en las características del entorno
medioambiental del área en estudio (Valencia). En las últimas décadas la presión sobre la
zona estudiada ha sido muy grande con destacados vertidos industriales y urbanos aunque
esta tendencia se está invirtiendo. En consecuencia, la presencia de fenoles a nivel de
concentración bajos en las localizaciones seleccionadas había sido descrito en la década
pasada. Sin embargo, este estudio ha mostrado que a pesar de su presencia las
concentraciones son inferiores a los límites permitidos. Además se ha demostrado que los
métodos son aplicables a varias matrices acuosas y que existe una homogeneidad entre
los valores dentro de cada campaña.

- Una vez ha sido contrastado el método, las aplicaciones de las opciones
propuestas pueden ser variadas. El método propuesto no pretende sustituir el método GC-
MS. Puede ser alternativo para el screening de muestras o en laboratorios donde no se
disponga de esta técnica. El método propuesto es más económico, rápido y no requiere
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personal cualificado. Por lo tanto su utilización sería recomendable como técnica de alerta
en laboratorios que desarrollen vigilancia de vertidos, control periódico o continuo de
calidad. Sería especialmente útil en el análisis de entrada en una planta de tratamiento del
agua tanto de potabilización como de tratamiento de aguas residuales. La presencia de
compuestos como los fenoles alteran notablemente las etapas basadas en el tratamiento
microbiológico porque afectan a los microorganismos. En consecuencia se requieren
técnicas de vigilancia que alerten de la presencia de ciertos niveles de estos compuestos.
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3.2.2.- ANALYSIS OF AMINES

3.2.2.1.- INTRODUCTION
A) CONSIDERATIONS ABOUT ANALYSIS OF AMINES

B) DERIVATIZATION WITH OPA-NAC
C) THEORETICAL BACKGROUND OF HPSAM

3.2.2.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
- Derivatisation in solution (Procedure I)
- Derivatisation in solution followed by retention on solid

supports (Procedure II)
- Derivatisation in chromatographic system (Procedure III)
- Derivatisation on solid supports (Procedure IV)
- Sampling

3.2.2.3.- DERIVATISATION IN SOLUTION
- Stability of OPA-NAC-polyamine derivatives
- Optimisation of reaction parameters
- Study of multivariate kinetic registers
- Application of GHPSAM to the study of reagents kinetics

3.2.2.4.- PROCEDURES FOR THE ESTABILIZATION OF
DERIVATIVES

- Derivatisation in solution
- Derivatisation in solution followed by retention on solid

supports
- Derivatisation in chromatographic system
- Derivatisation on solid supports
- Utility of the different approaches

3.2.2.5.- PROCEDURES FOR THE DETERMINATION OF
POLYAMINES IN WATERS

- Preconcentration of analyte
- Preconcentration of derivative
- Derivatisation on solid supports

3.2.2.6.- CONCLUSIONS
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3.2.2.1.- INTRODUCCIÓN
A) CONSIDERACIONES SOBRE EL ANÁLISIS DE AMINAS

Se han encontrado aminas en gran número y variedad de muestras
medioambientales. Son constituyentes de los ciclos naturales, así la mayoría de especies
acuáticas excretan amoniaco y compuestos orgánicos de nitrógeno o son originados por
actividades microbiológicas [39]. Son resultado de la descomposición de alimentos como
el pescado [40]. También pueden tener procedencia antropogénica a través de vertidos de
plantas industriales, aplicaciones agrícolas (piensos y fertilizantes), emisiones de
automóviles, tratamientos de depuración y de aguas residuales comunes [41]. Son
materias primas o intermedios químicos en la producción de otros productos químicos
como polímeros, fármacos, etc... Las aminas alifáticas y las poliaminas se caracterizan
por ser sustancias olorosas y precursores de N-nitrosaminas, que son cancerogénicas [42-
45].

En consecuencia, las autoridades para la protección del medioambiente exigen la
monitorización analítica en medios acuáticos de estos compuestos. Las aminas de baja
masa molecular se encuentran en estas muestras a muy bajos niveles, en la mayoría de
casos por debajo de µg/L. Por lo que es necesario el desarrollo de métodos analíticos
suficientemente sensibles.

El método Kjendahl es el método de referencia para el análisis de nitrógeno
orgánico (estado trinegativo) de modo que las aminas aparecen en esta fracción. Se basa
en la conversión de los grupos aminos en sulfato de amonio en presencia de ác. sulfúrico,
sulfato de potasio y catalizado por sulfato de mercurio. El amoniaco generado en medio
básico se destila y absorbe en ácido para su determinación colorimétrica o valoración [1].

La determinación de aminas de bajo peso molecular en muestras acuosas ha sido
descrita destacando las técnicas cromatográficas empleando diferentes reactivos pre o
post-columna [46-54] o el uso de sensores ópticos [55].

En esta tesis, se seleccionaron las poliaminas como compuestos modelo de aminas.
Dado que son compuestos indicadores de la proliferación celular se han propuesto
diferentes métodos. Se han analizado en diferentes matrices: materiales biológicos
[56,57], fluidos biológicos [58-63], vinos y cervezas [64-70] o alimentos [71-79].

Recientemente se han publicado algunos estudios de poliaminas en aguas si bien
estos son escasos. McKenzie et al. [80] han estudiado el uso de poliaminas para el control
de suspensiones de cemento en agua natural o de mar. Baldini et al. [81] han puesto de
manifiesto el excesivo crecimiento de Ulva rigida C. Agardh, una alga marina verde
presente en el mar Adriático norte y su correspondiente efecto en la economía de la
región, evidenciando que la poliaminas presentes en niveles entre 0 y 0.9 µmol/L en el
agua marina, se enlazaban a las células exteriores. Finalmente discuten el papel de las
poliaminas en el crecimiento. De Stefano et al. [82] estudiaron la interacción de
poliaminas con diferentes componentes de agua marina y los problemas de especiación de
éstas. Cann-Moisan et al. [83] proponen el análisis de poliaminas en muestras de agua
marina por HPLC basado en la reacción de dansilación.

Las estructuras de las poliaminas principales se muestran en la Figura 34:
cadaverina (1,5-pentanodiamina), putrescina (1,4-butanodiamina), espermidina (N-3-
aminopropil-1,4-butanodiamina) y espermina (N,N'-bis-3-aminopropil-1,4-
butanodiamina).
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Cadaverina Espermidina

    
NH2 NH2             

NH2 NH NH2

Putrescina  Espermina

NH2 NH2   
NH2 NH NH NH2

Figura 34: Estructura de las poliaminas

B) DERIVATIZACIÓN CON OPA-NAC
Muchos compuestos, como las aminas o los alcoholes, carecen de un grupo

cromóforo y no pueden ser directamente analizadas mediante cromatografía líquida de
alta resolución (HPLC, high-performance liquid chromatography) usando detección
espectrofotométrica o fluorimétrica.

El o-ftaldialdehido (OPA), en combinación con un compuesto tipo tiol como el 2-
mercaptoetanol (MCE), es ampliamente utilizado para la formación de derivados pre-
columna. Fue propuesta por Roth para la determinación fluorimétrica [84] de compuestos
con grupos aminos primarios. Sin embargo, los derivados del OPA presentan como
desventaja la limitada estabilidad siendo dependiente, junto con otras características, de la
repulsión estérica del entorno al grupo NH2 o del tipo de tiol empleado. Esta inestabilidad
es especialmente destacada en aminas que contienen también grupos amino secundarios,
como la espermina [85]. Se han intentado diferentes soluciones para mejorar la
estabilidad de los productos OPA-aminoácidos. El uso de tioles voluminosos como el N-
acetil-cisteina (NAC) o el ácido 3-mercaptopropiónico (MPA) proporciona isoindoles
mas estables que los formados con OPA-MCE [86]. Otras alternativas, como la adición
de dodecil sulfato sódico (SDS) o tampón fosfato (pH=4) o la extracción de los productos
de reacción no ha logrado estabilizar suficientemente los derivados del OPA. La reacción
de derivatización se muestra en la Figura 35.
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Figura 35: Reacción OPA-NAC con aminas
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Se han publicado algunos artículos que muestran la aplicación de este reactivo en
la determinación de aminas [87]. Para lograr resultados reproducibles, se han desarrollado
sistemas automáticos o en columna para la derivatización precolumna [88,89]. Saito et al.
[90] estudiaron la estabilidad del fluoróforo (OPA-espermina) formando el derivado y
reteniéndolo en una precolumna C18. Recientemente, se ha desarrollado un procedimiento
automático para determinar poliaminas con OPA en diferentes muestras biológicas [91].
El procedimiento propuesto requiere una extracción fuera de línea seguida de una
derivatización en línea y presenta ciertas limitaciones en la determinación de muestras
reales como la orina. Sin embargo, las características espectrofotométricas y
fluorimétricas y de estabilidad del reactivo OPA-NAC y de los isoindoles OPA-NAC-
amina no han sido investigados con detalle.

En este capítulo, se aborda inicialmente la formación de derivados OPA-NAC-
amina y se estudia su estabilidad. Posteriormente se desarrollan procedimientos para su
estabilización en soportes empaquetados. Estos procedimientos implican la formación de
derivados en disolución, derivatización en disolución seguida de retención en soportes
sólidos, derivatización en columna cromatográfica o en el sistema cromatográfico y
derivatización en soportes sólidos. La derivatización en soportes sólidos comerciales es
una reciente metodología propuesta por el grupo de investigación en el que se inscribe
esta tesis como procedimiento cuantitativo de determinación. Se han desarrollado
procedimientos fuera de línea [92-94] y en línea [95-98] usando diferentes reactivos
como cloruro de dansilo, 1,2-naftoquinona 4-sulfonato, 9-fluorenilmetil cloroformiato o
OPA-NAC. En esta metodología, se utiliza un material empaquetado de sílice modificada
comercial en lugar de reactivo polimérico especialmente preparado para la derivatización
en fase sólida. Se han descrito varias aplicaciones para la determinación de compuestos
con grupos amino en muestras de orina, sin embargo la aplicación a muestras de agua se
está abordando en la actualidad dentro de un proyecto financiado. Por lo tanto, se evalúan
las características de los procedimientos para muestras de agua estudiando diferentes
opciones de preconcentración para alcanzar intervalos dinámicos adecuados.

C) FUNDAMENTOS DEL HPSAM
En el desarrollo de este capítulo se empleará el método de adición estándar del

punto H (HPSAM, H point standard addtion method). El HPSAM desarrolla un
procedimiento para la medida de mezclas binarias o ternarias que posibilita estimar la
concentración de un analito en presencia de interferentes conocidos. Se trata de un
modelo de calibración, propuesto en el grupo investigador en 1988, aplicado en la
resolución de diferentes determinaciones [99-106]. Consideremos que X es el analito e Y
es la interferencia conocida en cuanto a forma espectral pero desconocida en términos de
concentraciones y se cumple la aditividad de las señales.

AS,i = AX,i + AY,i [ec. 12]
La Figura 36a corresponde con los espectros que se registrarían para una mezcla

binaria de X e Y. En la figura se han seleccionado dos longitudes de onda (λi y λj) para
las que la especie Y presenta la misma señal (AY,i = AY,j).

Adoptando el modelo de calibración del método de adición estándar, la absorbancia
de las muestras a la longitud de onda λi será:

AS,,i = AXo,,i + AY,i + MX,i cX [ec. 13]
donde AXo,,i es la absorbancia de X en la muestra no adicionada, MX,i es la pendiente

de la adición y cX es la concentración de X adicionada.
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La representación gráfica de estas absorbancias a (λi y λj) dará lugar a la Figura
36b.
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Figura 36: (a) Espectros hipotéticos de una mezcla binaria de X e Y. (b) Representación de
las rectas obtenidas aplicando el método HPSAM a las dos longitudes de onda seleccionadas

Ambas rectas originan un punto de intersección denominado punto H, cuyas
coordenadas son (-cH, AH). La abscisa del punto H es la concentración de la especie X
presente en la muestra, teniendo en cuenta que para λi y λj la absorbancia de la especie Y
es la misma:
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Para obtener la concentración de la especie Y se operaría de forma similar,
seleccionando longitudes de onda donde la especie X presente la misma absorbancia.
Como el método puede desarrollarse con diferentes parejas de longitudes de onda, se trata
de un método multivariado.

En ausencia de efecto matriz, la resolución de mezclas binarias puede simplificarse
considerablemente. En este caso no es necesario seguir el método de adición estándar. El
valor Mi correspondería con el coeficiente de absortividad molar de la especie pura.

Para la aplicación del método se desarrolló un programa cuyo diagrama de flujo se
muestra en la Figura 37.
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Figura 37: Diagrama de flujo del programa en Visual-Basic: HPSAM de una mezcla
binaria
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3.2.2.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Todas las medidas espectrofotométricas fueron realizadas en un espectrofotómetro

de fila de diodos HP 8453 (Hewlett-Packard, USA) equipado con celdas de cuarzo de 1
cm de camino óptico. La fluorescencia fue registrada con un fluorímetro modelo F-4500
(Hitachi, Japón) equipado con celdas de cuarzo de 1 cm de camino óptico, ver Figura 12.

El sistema cromatográfico usado consistía en una bomba cuaternaria equipada con
un inyector automático (Hewlett-Packard, serie 1050), el bucle de inyección de muestra
situado en una válvula de seis vías de alta presión (Rheodyne model 7000) era de 100 µL
ver Figura 13. Un detector de fila de diodos (Hewlett-Packard, 1040 series)  y uno de
fluorescencia se acoplaron en serie y se enlazaron a un sistema de registro de datos para
la adquisición de datos y almacenaje. La señal cromatográfica fue registrada a 247 nm
para la detección UV. Se utilizó para fluorescencia una λexcitación de 333 nm y una λemisión
de 440 nm. Todos los ensayos fueron realizados a temperatura ambiente.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico. Dihidrocloruro de
putrescina, tetrahidrocloruro de espermina y trihidrocloruro de espermina se obtuvieron
de Sigma.

La N-acetil-cisteína (NAC) fue obtenida de Aldrich-Chem y el o-ftaldialdehido de
Fluka. También se empleó hidrógeno carbonato de sodio (Probus), ácido bórico, ácido
clorhídrico e hidróxido de sodio (Panreac). Metanol (Merck) y acetonitrilo (Baker) que
fueron de grado HPLC. Todas las disoluciones fueron preparadas con agua nanopura
generada por un sistema Nanopure II (Sybron, Barnstead).

Las columnas de extracción empleadas fueron Bond Elut C2, C8 and C18 200 mg
(Varian).

Las disoluciones patrón de aminas (200 mg/L) y de NAC (0.04 mol/L) se
prepararon disolviendo el compuesto puro en agua, las disoluciones patrón de OPA (0.01
mol/L) en agua conteniendo un 15 % de metanol (MeOH). Todas las disoluciones se
almacenaron en la oscuridad a 4ºC. Las disoluciones patrón de trabajo se prepararon por
dilución de las disoluciones madre. El tampón borato (0.5 mol/L) a pH = 8 se obtuvo
disolviendo la cantidad adecuada de ácido bórico en agua y ajustando el pH con NaOH.

Respecto a las características de estabilidad del reactivo OPA-NAC, se realizaron
medidas UV-visible periódicas con el tiempo de las disoluciones patrón almacenadas a
4ºC y en ausencia de tampón borato siendo estables al menos 8 días, para periodos de
tiempo superiores el coeficiente de variación obtenido era del 5.3%. A temperatura
ambiente y en presencia de luz, esta disolución sufre un proceso de descomposición
apareciendo una nueva banda con máximo en 440 nm.

- Formación de derivados en disolución (Procedimiento I)
Un volumen de 1.8 mL de reactivo OPA-NAC (1:1) 3.6 × 10-3 M en MeOH 6.7 %

fue mezclado con 100 µL de disolución patrón de amina (c.a mg/L) y 100 µL de tampón
borato (0.5 mol/L pH=8) para el estudio espectrofotométrico. Fue registrada la
absorbancia, a 333 nm y a 297 nm, en función del tiempo comenzando 20 s después de la
adición de la disolución  tampón borato y a intervalos de 30 s hasta un tiempo total de
170 s.

Para el estudio fluorimétrico, la concentración de reactivo OPA-NAC fue 10 veces
inferior que en el procedimiento anterior. La concentración de amina también fue inferior.
La intensidad de fluorescencia, λexcitación = 330 nm y λemisión = 440 nm fue registrada en
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función del tiempo comenzando 20 s después de la adición de la disolución  tampón
borato a intervalos de 30 s hasta un tiempo total de 170 s.

Se plantearon dos aproximaciones para el estudio cinético de los derivados de
OPA-NAC-espermina. En la primera opción (opción α), el reactivo OPA-NAC se
encuentra en defecto respecto a la amina, es decir, actúa como reactivo limitante siendo la
relación OPA-NAC:espermina de 0.001-0.005. En la segunda opción (opción β), el
reactivo OPA-NAC se encuentra en exceso respecto a la amina siendo la relación OPA-
NAC:espermina de 1300-250.

Opción α : Un volumen de 1.8 ml de reactivo OPA-NAC que contiene MeOH al
6.7 % se mezcló con 100 µL de espermina 1000 mg/L y con 100 µL de tampón borato
(0.5 mol/L pH=8.0). Las disoluciones patrón de OPA-NAC fueron preparadas para que su
concentración final en la cubeta estuviera entre 0 y 30 × 10-6 mol/L.

Opción β : Un volumen de 1.8 ml de reactivo OPA-NAC 5.5 × 10-3 mol/L que
contiene MeOH al 6.7 % se mezcló con 100 µL de espermina y con 100 µL de tampón
borato (0.5 mol/L pH=8.0). Las disoluciones patrón de espermina fueron preparadas para
que su concentración final en la cubeta estuviera entre 0 y 30 × 10-6 mol/L.

Los espectros de absorbancia en la región 310-350 nm se registraron en función del
tiempo comenzando a los 20 s después de la adición de la disolución de tampón borato, a
intervalos de 30 s hasta un tiempo total de 170 s.

- Formación de derivados en disolución seguida de retención en soportes

sólidos (Procedimiento II)

Los cartuchos para la extracción en fase sólida fueron acondicionados por el paso
de 1 mL de metanol seguido de 1 mL de tampón borato 0.5 mol/L a pH=8. Después del
correspondiente tiempo (dependiendo de la amina), la mezcla formada por 0.8 mL de
reactivo OPA-NAC 7.4 × 10-3 mol/L y 1 mL de disolución patrón de amina era
transferida a los cartuchos. Transcurrido un tiempo determinado de retención, de 20 s o
superior, el derivado era eluido con 3 mL de MeOH-tampón borato pH 10.2 0.5 mol/L
(9:1). La consiguiente medida de absorbancia se realizaba como en el apartado anterior.

- Formación de derivados en el sistema cromatográfico (Procedimiento III)
25 µL de mezcla de reacción (0.8 mL de OPA-NAC, 0.2 mL de agua y 2 mL de

patrón de amina) eran inyectados en el sistema cromatográfico. La reacción tenía lugar en
el sistema cromatográfico. Se utilizó una columna ODS-Hypersil (125 × 4 mm i.d., 5 µm,
Hewlett Packard) como columna analítica y se aplicó un modo de elución en gradiente de
metanol-tampón borato (0.05M pH=9) con las siguientes etapas: 20:80 a t = 0 min y
60:40 a t = 2 min, con un flujo de 1 mL/min. Todos los disolventes fueron filtrados a
través de una membrana de nylon de 0.45 µm (Teknokroma, España) y desgasificados
con helio antes de su uso.

- Formación de derivados en soportes sólidos (Procedimiento IV)

Los cartuchos para la extracción en fase sólida fueron acondicionados por el paso
de 1 mL de metanol seguido de 1 mL de tampón borato 0.5 mol/L a pH=8. Se aplicaron
dos procedimientos diferentes.
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Opción A: 2 mL de la disolución patrón de amina fue transferida a los cartuchos y
después 0.8 mL de reactivo OPA-NAC 7.4 × 10-3 mol/L y 0.2 mL de tampón borato (0.8
mol/L, pH = 8). Transcurridos 3 min, el derivado era eluido de los cartuchos C18 con 3
mL de MeOH-tampón borato pH 10.2 0.5 mol/L (9:1).

Opción B: 0.8 mL de reactivo OPA-NAC 7.4 × 10-3 mol/L fueron transferidas a los
cartuchos y después 2 mL de la disolución patrón de amina y 0.2 mL de tampón borato
(0.8 mol/L, pH = 8). Transcurridos 3 min, el derivado era eluido del soporte C18 con 3 mL
de MeOH-tampón borato pH 10.2 0.5 mol/L (9:1).

Las medidas de absorbancia se realizaron como se ha descrito anteriormente.

- Muestreo
Las muestras fueron recogidas en la playa de La Patagona (Alboraya, Valencia) y

sometidas a tres protocolos de preconcentración y medida.
Opción (i): Preconcentración del analito y formación de derivados en disolución.

Se pasaron volúmenes de muestra entre 0.2 - 100 mL a través del soporte sólido o
cartucho. Posteriormente, se eluía con 2 mL ácido acético 0.2 mol/L. El eluato se
mezclaba con 0.8 mL de OPA-NAC 7.4 × 10-3 mol/L, 60 µL de NaOH 5 M y 0.2 mL de
tampón borato (0.8 mol/L, pH =8). La señal espectrofotométrica se realizaba de acuerdo
al Procedimiento I.

Opción (ii): Procedimiento de formación de derivados en disolución seguida de
retención en un soporte sólido. Se siguió un protocolo similar al descrito en el
Procedimiento II, pero el volumen de muestra era 0-100 mL.

Opción (iii): Procedimiento de formación de derivados en soportes empaquetados.
Se siguió el Procedimiento IV (opción A) pero modificado variándose el volumen de
muestra entre 0-100 mL.

Figura 38: Puntos de muestreo para el análisis de aminas
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3.2.2.3.-  FORMACIÓN Y ESTUDIO CINÉTICO DE LOS DERIVADOS
OPA-NAC-POLIAMINA

- Estabilidad de los derivados OPA-NAC-poliamina
Las señales analíticas (absorbancia e intensidad de fluorescencia) de las

disoluciones de OPA, NAC, OPA-NAC y OP-NAC-amina se registraron en función del
tiempo. Para todos los analitos ensayados los resultados mostraron un máximo de
absorbancia a 333 nm para el derivado OPA-NAC-amina y a 297 nm para el reactivo
OPA-NAC. La máxima fluorescencia se logró con una longitudes de onda de emisión y
excitación de 330 nm y a 440 nm. Estos valores son coincidentes con los obtenidos para
otros 1-alquiltio-2-alquil-isoindoles [90]. El derivado de OPA-NAC-amina formado en
presencia de putrescina y espermidina era estable hasta 10 min y 6 min respectivamente,
mientras que para la cadaverina los tiempos fueron superiores. Pudiendo, por tanto
realizarse su determinación sin problemas de degradación del derivado.

Sin embargo, las disoluciones del isoindol OPA-NAC con la espermina sufrían un
proceso de  descomposición  que originaba un descenso de la absorbancia de la banda a
333 nm. El proceso de derivatización se podía dividir en dos fases. En una primera etapa
de aproximadamente 1 min la señal aumentaba mientras que en la segunda etapa existía
dicho proceso de degradación siendo el máximo tiempo estudiado de 25 min.

La constante cinética de degradación se calculó a partir de un modelo de pseudo-
primer orden.

ln R/R0 = - k t [ec.15]
donde R y R0 sería la respuesta del derivado libre de error a tiempo t y t0 y k la

constante cinética. Dicha ecuación se puede aproximar, suponiendo que no existe efectos
sinérgicos del derivado con el reactivo o con componentes de la matriz, a la siguiente
ecuación.

ln b/b0 = - k t [ec.16]
donde b y b0 sería la pendiente de la curva de calibrado del derivado a un tiempo t

y t0. La curva señal frente concentración de espermina fue calculada para el intervalo 0.77
- 25 mg/L.

Operando de este modo, se ajusta la serie de valores de pendiente b y de tiempos t a
la siguiente ecuación por una regresión en mínimos cuadrados. La ordenada en origen
permitió estimar la pendiente a tiempo inicial y la pendiente correspondió con la
constante cinética.

ln b = ln b0 - k t [ec.17]
La constante de velocidad calculada de la reacción de degradación fue (k = 8±2 ×

10-2 min-1) (n=7). Este hecho confirmaría la dependencia de primer orden observada por
Saito et al. [90]. Cuando se realizaron medidas de fluorescencia, el valor de la constante
fue diez veces superior debido a que las concentraciones de reactivos utilizadas eran 10
veces inferiores.

La Figura 39 muestra los cromatogramas correspondientes a la inyección de un
blanco reactivo y de los derivados de espermina a diferentes tiempos. Se observa la
formación de derivados de la espermina solamente a tiempos de reacción cortos. Para las
disoluciones del blanco reactivo aparecían diferentes picos asociables a subproductos de
degradación del reactivo. Así mismo, es posible la aparición de varios picos cuando se
encuentra presente la poliamina ya que está descrita la formación de varios derivados (1-
tioisoindoles, 1,3-ditioindoles, monómeros, dímeros) [86]. Este mismo año ha sido
propuesto el mecanismo de reacción que justificaría la formación  de diversos derivados
[107,108].
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Figura 39:  Cromatogramas correspondientes a la derivatización en disolución del blanco
reactivo y del derivado de espermina (4.49 mg/L) a diferentes tiempos de reacción. 1) 1 min, 2) 8
min, 3) 20 min y 4) 30 min

- Optimización de los parámetros de la reacción
Una vez evidenciada la degradación de algunos derivados de las poliaminas

(espermina) se estudió los parámetros de reacción con el objeto de mejorar la estabilidad
de los mismos.

La intensidad de absorbancia dependía de la relación molar del OPA-NAC. Se
observaba un descenso significativo en la respuesta del derivado para relaciones molares
diferentes a la 1:1. Este comportamiento pudo ser causado por la limitada estabilidad del
reactivo OPA-NAC. Saito et al. [90] indicó que un exceso de OPA en la etapa de
derivatización actuaba como catalizador de la degradación del derivado isoindólico. El
método original de Roth propone una relación molar 1:3 [84].

Para estimar el pH óptimo se formó el derivado de la espermina con OPA-NAC a
valores de pH localizados entre 6.7 y 10.3 usando tampón borato, carbonato y fosfato
(Figura 40a). De los resultados obtenidos, los tampones carbonato y borato a pH=8
resultaron ser óptimos. Un valor de pH superior o inferior conducía a un incremento de la
velocidad de degradación. El tampón fosfato no era adecuado porque causaba una rápida
descomposición del derivado.

También se evaluó la concentración de tampón borato (Figura 40b). La
absorbancia se incrementaba con el aumento de la concentración hasta una situación de
saturación. Por lo tanto a partir de este estudio se seleccionó una concentración de tampón
borato de 0.025 mol/L.

La influencia del porcentaje de MeOH y de la concentración OPA-NAC en la
velocidad de reacción fue estudiada simultáneamente. Se obtuvo la representación
tridimensional (Figura 40c). A partir de este gráfico, se deduce que un porcentaje de
MeOH entre 4 - 6.5 % y un exceso de reactivo entre 20 - 60 veces era adecuado.

Las condiciones de máxima sensibilidad y menor constante de velocidad de
degradación  fueron seleccionadas como condiciones óptimas (Tabla 20).
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Tabla 20: Rango de trabajo y valor óptimo obtenido para diferentes variables estudiadas
para derivatización en disolución

Condiciones Rango estudiado Valor óptimo
% OPA/NAC 0 – 100 50
pH tampón 6-10 8.0

Concentración tampón (mol/L) 0 - 0.08 0.025
% MeOH 2.7-7.5 4 – 6.5

Exceso reactivo (%) 0 – 80 20 – 60
Tiempo de reacción (s) Espermina 0 – 1500 60

Espermidina 0 -360 180
Putrescina 180 - 600 180
Cadaverina 180 - 600 180
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Figura 40: Efecto de varios parámetros en la señal analítica (absorbancia) y/o en la
velocidad de reacción (k = constante cinética). a) Efecto del pH y del tampón en la señal analítica
OPA-NAC y OPA-NAC-espermina. b) Efecto de la concentración de tampón borato. c) Efecto del
MeOH (%) y de la concentración de OPA-NAC en la velocidad de reacción
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- Estudio de los registros cinéticos multivariados
Como se ha comentado en los apartados anteriores los isoindoles formados con

OPA-NAC y espermina son inestables pero el origen de esta inestabilidad está todavía
en proceso de estudio. El proceso de degradación aparente muestra una cinética de primer
orden, al menos a tiempos iniciales. Pero también se ha descrito que un exceso de OPA
puede actuar como catalizador de la degradación del derivado isoindólico, al menos si
está en exceso respecto al NAC [44]. Existen estudios basados en registros HPLC-MS
que muestran que a tiempos de reacción altos (horas) se produce la transformación a
especies que contienen una molécula de OPA adicional, ya que los derivados iniciales
contienen la agrupación NH2-CH2-R [107,108]. En los mismos estudios se ha evaluado el
uso de diferentes relaciones molares OPA-NAC para lograr un menor número de
derivados y más estables.

Sin embargo, en ningún estudio anterior se había planteado aislar completamente la
cinética del reactivo de la cinética del isoindol. Esto permitiría detectar la presencia de
fenómenos de sinergismo, es decir que el comportamiento cinético dependiera de la
concentración en exceso de OPA-NAC respecto a la de amina inicial. En esta sección se
aborda dicho estudio, planteando dos aproximaciones dependiendo de la relación molar
entre OPA-NAC y amina.

La Figura 41 muestra el espectro en función del tiempo de la disolución de blanco
reactivo y para la disolución patrón de espermina cuando existe exceso de reactivo. Las
dimensiones de la matriz de datos para cada disolución son (6×41) (tiempo × longitud de
onda).

(b)

(a)

Figura 41: Espectros en función del tiempo para la disolución de blanco reactivo (a) y
disolución patrón de espermina 40 mg/L (b) en condiciones de exceso de reactivo OPA-NAC
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Como puede observarse el máximo del espectro del derivado se localiza a λ = 333
nm. La disolución del blanco reactivo presenta una pequeña variación de la forma
espectral en función del tiempo para longitudes de onda inferiores. La pérdida de señal es
del 8 % entre 60 y 150 s.

Hay que resaltar que en condiciones de exceso de analito la señal es
aproximadamente la mitad. Este hecho puede ser interpretado porque en condiciones de
exceso de analito la estequiometría de la reacción fue 1:1, mientras que en exceso de
OPA-NAC sería 1:2 al existir dos grupos amino primarios.

Como el espectro del derivado solapa con el espectro del reactivo para cada
tiempo, se obtuvo una estimación de la forma del espectro del isoindol en función del
tiempo. Para cada longitud de onda del intervalo 315-350 nm, se cálculo la
correspondientes curvas de calibrado univariada del analito, que correspondían a una
repuesta lineal para cada tiempo y longitud de onda. Las ordenadas en el origen, matriz
(6×41), representan la evolución del reactivo con el tiempo independiente de la
concentración de amina, coincidiendo perfectamente con el blanco reactivo.

La pendiente, matriz (6×41), se corresponde con la evolución del isoindol con el
tiempo dependiente de la concentración de amina. Para cada tiempo t, se normalizaron las
pendientes bλ,t respecto a la pendiente máxima bλ,t

max.
bλ,t

nor = bλ,t  / bλ,t
max [ec.18]

Después se calculó la regresión entre las pendientes normalizadas a un tiempo t
(bλ,t

nor) respecto las pendientes normalizadas al máximo tiempo t = 170 s (bλ,170
nor). Los

parámetros de la regresiones para los datos obtenidos de acuerdo con la opción α (exceso
de espermina) como con la opción β (exceso de OPA-NAC) están mostrados en la Tabla
21. Como puede observarse la unidad está incluida en el intervalo de confianza de la
pendiente y el cero está incluido en el intervalo de confianza de la ordenada para un nivel
de significación del 95 %. Esto hecho indica que la forma espectral del derivado de
espermina, o al menos la señal dependiente con la concentración de amina, no presenta
evolución en función del tiempo. Si el espectro cambiase de forma parcial o totalmente no
se obtendrían representaciones lineales o de pendiente unidad y ordenada cero,
respectivamente.

Tabla 21: Parámetros de las regresiones bt
nor vs. bnor (nλ=36) en el intervalo 315-350 nm

Tiempo
Reacción (s)

20 50 80 110 140

Exceso b 1,01 ± 0,02 1,014 ± 0,014 1,011 ± 0,014 1,007 ± 0,014 0,998 ± 0,012
Espermina a -0,010 ± 0,014 -0,014 ± 0,012 -0,014 ± 0,012 -0,008 ± 0,012 -0,001 ± 0,011

R2 0,9990 0,9993 0,9993 0,9993 0,9994
sYX 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002

Exceso b 0,98 ± 0,02 0,981 ± 0,03 0,989 ± 0,02 0,991 ± 0,017 0,997 ± 0,012
OPA-NAC a 0,02 ± 0,02 0,02 ± 0,02 0,01 ± 0,02 0,011 ± 0,016 0,002 ± 0,011

R2 0,998 0,998 0,998 0,9991 0,9996
sYX 0,004 0,004 0,003 0,003 0,002
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- Aplicación del GHPSAM al estudio de la cinética del reactivo
Localización de los intervalos lineales
El GHPSAM permite localizar los intervalos lineales de la interferencia global para

la determinación de la especie en estudio. Como se explicó en los fundamentos teóricos
del capítulo anterior (II.B.1), se basa en seleccionar los intervalos de longitudes de onda
de los tramos horizontales de las representaciones ''''

, / jjS MA  frente λj para cada tiempo.
''
, jSA  es la segunda derivada de la absorbancia de la muestra a la longitud de onda λj y
''
jM es la segunda derivada del espectro de la especie en estudio.

Por lo tanto, para diferenciar la cinética del analito y la cinética del reactivo se
plantearon dos posibles aproximaciones basadas en considerar el derivado OPA-NAC-
espermina como analito y el reactivo OPA-NAC como interferencia, o viceversa.

Sin embargo, el método no mostró ningún intervalo lineal del reactivo OPA-NAC
con características analíticas adecuadas para una determinación de calidad del derivado.
Por lo tanto, se abordó centrando el estudio sobre el reactivo OPA-NAC y en
consecuencia el derivado OPA-NAC-espermina actuaría como interferencia en esta
determinación. Adicionalmente esta aproximación permitía la búsqueda de fenómenos de
consumo de reactivo relacionados con el proceso de degradación del derivado. El valor de

''
jM  correspondía con la segunda derivada del coeficiente de absortividad molar del

reactivo OPA-NAC obtenido a partir del espectro de la disolución del blanco a cada
tiempo.

En la Figura 42, se muestran ejemplos de los gráficos obtenidos para la
disoluciones en condiciones de exceso de amina o en exceso de reactivo. Los tramos
horizontales de las representaciones fueron localizados en el intervalo 318 - 327 nm. Por
lo tanto, el espectro del derivado isoindólico de la espermina era lineal para dicho
intervalo y también para todos los tiempos. Al comparar este resultado con las pendientes
de la regresión univariada bλ,t del apartado anterior, se comprobó dicho intervalo.
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Figura 42: Representación A”j/ε”j frente λj para disoluciones patrón después 60 s, siendo
ε”j la derivada segunda del coeficiente de absorción molar del reactivo a 60 s: (a) en condiciones
de exceso de espermina y (b) en condiciones de exceso de OPA-NAC.
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Además, como las bases teóricas establecen, estos gráficos también proporcionaron
una estimación inicial de las concentraciones del reactivo en las diferentes disoluciones.
El valor estimado correspondió con el valor del cociente ''''

, / jjS MA . En condiciones de
exceso de espermina, la concentración de reactivo proporcionada fue próxima a cero para
todas las disoluciones con diferentes cantidades de espermina. Se comprobó, por tanto,
como se anulaba la contribución del derivado para este intervalo, ver Figura 42a.

Para las disoluciones en condiciones de exceso de OPA-NAC, la concentración
estimada fue similar a la concentración inicial añadida para todas la disoluciones patrón,
ver Figura 42b. No se observaron diferencias significativas con el aumento en la
concentración de espermina que indicarán un posible consumo de OPA-NAC.

Estimación de la concentración
La concentración de OPA-NAC pudo ser calculada aplicando las ecuaciones del

GHPSAM en el intervalo localizado. La selección de conjuntos de tres longitudes de
onda (λi, λj y λk) se basó en el criterio de una distancia entre las tres longitudes de onda
superior a 2 nm. La predicciones finales se obtuvieron como media de los resultados
proporcionados por los 25 incrementos de absorbancia con mayor valor Ak - q Aj - p Al en
el espectro del reactivo.

La concentración de OPA-NAC también pudo ser calculada aplicando las
ecuaciones del HPSAM. En este caso, se localizaron parejas de longitudes de onda que
presentaran el mismo valor de pendiente de la calibración univariada (bλi =  bλj).  Por
consiguiente, los incrementos de absorbancia sólo dependerán del OPA-NAC. El criterio
operativo de selección de las parejas se basó en que las diferencias entre ambas
longitudes de onda no fueran superiores a 4 nm y que las diferencias entre valores de b
fueran inferiores al 2 %. Las predicciones finales se obtienen como media de los
resultados proporcionados por los 25 incrementos de absorbancia con mayor valor (εk - εj)
en el espectro del OPA-NAC.
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Figura 43: Parámetros característicos en la determinación del reactivo para la disolución
blanco y con 40 mg/L de espermina. (a) 25 incrementos de absorbancia con mayor valor de Ak - q
Aj - p Al y predicciones estimadas por GHPSAM. (b) 15 incrementos de absorbancia con mayor
valor de Ak - Aj y predicciones estimadas por HPSAM, ver texto
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Las diferentes señales analíticas de GHPSAM y HPSAM se muestran en la
Figura 43, junto con la concentración de OPA-NAC estimada para cada correspondiente
incremento. Como puede observarse en esta figura, se obtiene la misma señal analítica
para la disolución de OPA-NAC como para la disolución patrón del isoindol de la
espermina. En consecuencia, la concentración de OPA-NAC estimada fue la misma para
la disolución de blanco reactivo como para la disolución del derivado independientemente
de la señal o del método procesado y para el intervalo 60 - 180 s. Además la predicción
media final estuvo incluida dentro del intervalo de confianza de la concentración inicial
añadida de OPA-NAC para todas las disoluciones preparadas con diferentes
concentraciones de espermina y en condiciones de exceso de OPA-NAC. Con un test t se
confirmó estadísticamente que no existían diferencias entre estos valores a un nivel de
significación del 95 %.

Por lo tanto, con estos resultados se comprueban varios hipótesis iniciales:
- Tanto el GHPSAM como el HPSAM eliminan la contribución debida al isoindol.
- No existen cambios significativos en la concentración en exceso del OPA-NAC

en función de la concentración de derivado.
- No existe sinergismo entre el exceso de reactivo OPA-NAC y el derivado de

amina.

Estimación de la cinética
Utilizando el GHPSAM y HPSAM, se ha probado que la cinética del reactivo

OPA-NAC no está afectada por la cinética del isoindol de espermina. Por lo tanto, la
cinética del reactivo OPA-NAC se puede establecer directamente a partir de la disolución
del blanco reactivo o mediante las señales GHPSAM o HPSAM a partir de cualquier
disolución incluso en presencia del derivado de espermina.

Puesto lo anterior de relieve, al no existir efecto sinérgico y considerando que la
absorbancia en el intervalo de trabajo es aditiva, la cinética del derivado OPA-NAC-
espermina puede establecerse por diferencia directa. La señal del derivado será la
diferencia entre la absorbancia total (AS) y la absorbancia del reactivo obtenida de una
disolución blanco de OPA-NAC (Ab) con garantía de calidad por la aplicación del
GHPSAM. La Figura 44 expone el espectro del derivado OPA-NAC-espermina formado
en condiciones de exceso de reactivo. La constante cinética de degradación se puede
establecer para cada longitud de onda como se muestra en la Figura 45. El valor
calculado es coincidente con el valor en la sección anterior para la derivatización en
disolución sin retención.
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Figura 44: Espectro del derivado OPA-NAC-espermina calculado por diferencia
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Figura 45: Constantes cinéticas frente λ para la disolución blanco y para una disolución
con 40 mg/L de espermina.
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3.2.2.4.- PROCEDIMIENTOS PARA LA ESTABILIZACIÓN DE LOS
DERIVADOS

- Formación de derivados en disolución
Las ecuaciones de las rectas de calibración están mostradas en la Tabla 22 para

diversas poliaminas a un tiempo descrito en la Tabla 20.

Tabla 22: Características analíticas correspondiente a la determinación de varias
poliaminas usando diferentes señales analíticas mediante derivatización en disolución.

Señal Párametro espermina espermidina putrescina cadaverina
Absorbancia a ± sa 0.025 ± 0.006 0.01415 ± 0.0003 0.069 ±  0.05 0.21 ± 0.06

b ± sb 0.0433 ± 0.0003 0.0614 ± 0.0002 0.152 ± 0.009 0.085 ± 0.006
r2 0.9999 0.999 0.9998 0.990
syx 0.008 0.0004 0.008 0.03

LD (mg/L) 0.3 0.07 0.2 0.19
LC (mg/L) 0.9 0.25 0.7 0.6

Rango(mg/L) 0.3 - 25 0.25 - 25 0.7 - 11 0.5-18
Fluorescencia a ± sa 60 ± 34 550 ± 40 530 ± 25 300 ± 200

b ± sb 744 ± 21 1470 ± 30 5400 ± 500 0.1 ± 0.2
R2 0.998 0.999 0.998 0.990
Syx 55 57 122 93

LD (mg/L) 0.14 0.08 0.014 0.2
LC (mg/L) 0.5 0.26 0.046 0.6

Rango mg/L) 0.5 - 3 0.26 - 2.1 0.05 - 0.3 0.05 - 2

Se realizó un análisis estadístico de la señal analítica obtenida en diferentes días
para el reactivo y el producto de reacción. Este estudió permitió evaluar la robustez del
método frente a pequeñas variaciones de diferentes variables como pH, porcentaje de
metanol o exceso de reactivo. Los resultados fueron controlados con un gráfico de
Shewart (Figura 46) donde se representan los resultados obtenidos en los diferentes días
del estudio. Se incluyen también el valor medio y los límites dados por la desviación
estándar. El coeficiente de variación fue del 6 %, siendo un valor usual para este tipo de
procedimientos.
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Figura 46: Gráfico de Shewart para la absorbancia entre días del derivado de espermina
( ) y del blanco reactivo ( ). Intervalo x ± 2s. Condiciones: derivatización en disolución (para
más detalles ver sección experimental)
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- Formación de derivados en disolución seguida de retención en soportes
empaquetados

Operando en las condiciones seleccionadas para la formación de los derivados en
disolución descritas en la Tabla 20, los productos de reacción eran retenidos en cartuchos
C18 con el fin de conseguir un incremento en la estabilidad. El porcentaje de derivado
retenido, considerando la señal analítica de la disolución no retenida a 1 min como 100
%, fueron 72 ± 5, 92 ± 2, 90 ± 1 y 90 ± 2 (n = 3), para el blanco reactivo, espermina,
espermidina y putrescina, respectivamente. De estos resultados se pudo concluir que la
retención del isoindol de la poliamina en los cartuchos C18 era cuantitativa.

De las diferentes columnas Bond-Elut (C18, C8 y C2) ensayados, los mejores
resultados fueron alcanzados con cartuchos C18 que poseen la naturaleza más apolar.

Con la finalidad de eluir los productos de reacción, fueron empleados diferentes
disolventes de elución proporcionando las recuperaciones mostradas en la Figura 47.
Como puede observarse, el reactivo era eluido casi completamente usando acetonitrilo
(MeCN) y MeCN-tampón borato. Para el derivado de OPA-NAC-poliamina, se
obtuvieron buenos resultados usando MeOH-tampón borato 0.5 mol/L (9:1). El estudio
de pH de elución mostró que la mejor recuperación se logró para un pH de 10. El estudio
del volumen de elución necesario para obtener la máxima recuperación indicó que 3 mL
MeOH-tampón borato (9:1) era apropiado porque los resultados para la primera fracción
eran próximos a la máxima recuperación.
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Figura 47: Porcentajes de recuperación obtenidos usando diferentes disolventes de
elución. Condiciones: Retención en soportes sólidos (para más detalles ver sección experimental)

Esta metodología permite incluir una etapa de lavado después de la derivatización.
Esta posibilidad es especialmente importante para el procesado de muestras reales porque
elimina interferentes directos o productos de reacción diferentes junto al exceso de
reactivo. No se observaron diferencias significativas en la señal analítica de los productos
derivados retenidos cuando se incluyó el paso de 3 mL de MeCN antes de la elución
final. Por lo tanto la etapa de limpieza puede ser incluida sin afectar a los productos del
analito. Los soportes sólidos fueron regenerados pasando  1 mL MeCN y 1 mL de
MeOH.

Se encontró que la constante cinética aparente del derivado OPA-NAC-espermina
en el soporte sólido era de (7.7 ± 1.1) × 10-4 min-1 para el periodo de tiempo entre 5-30
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min después de la retención. Estos resultados eran similares a los obtenidos por Saito et
al. [90].

Por tanto, la retención de los productos de reacción en soportes sólidos afecta la
velocidad de reacción siendo menor la velocidad de degradación de los productos en la
columna, incrementando la estabilidad de los productos de reacción. Además, la
constante de velocidad de la reacción de degradación después de la elución era de (10 ±
3) × 10-3 min-1 inferior a la obtenida para la derivatización en disolución sin retención,
probablemente porque se elimina parte del exceso de reactivo que como se ha comentado
afecta a dicha velocidad.

Las propiedades analíticas obtenidas operando en las condiciones optimizadas se
muestran en la Tabla 23 (Procedimiento II).

Tabla 23: Características analíticas correspondiente a la determinación de varias
poliaminas usando diferentes procedimientos y diferentes señales analíticas. Para más detalles,
ver sección experimental

Proced II
Espermina Espermidina Putrescina Cadaverina

a ± sa 0.022 ± 0.015 0.09 ± 0.01 0.01 ± 0.02 0.02 ± 0.06
b ± sb 0.0448 ±

0.0016
0.084 ±
0.002

0.132 ±
 0.005

0.068 ±
 0.006

r2 0.998 0.999 0.998 0.99
syx 0.017 0.016 0.02 0.03

LD (mg/L) 0.94 0.35 0.45 0.19
LC (mg/L) 3.11 1.19 1.51 0.7

Rango (mg/L) 3.11 - 40 1.19 – 6 1.51-11 1.5-18

Proced III Proced IV
Espermina Espermina Putrescina Cadaverina

a ± sa -52.0 ± 65 0.164 ± 0.001 0.01 ± 0.01 0.089 ± 0.009
b ± sb 180.4 ±

8.5
0.0156 ±
0.0002

0.060 ±
0.003

0.049 ±
0.001

r2 0.996 0.999 0.999 0.999
syx 97.95 0.0014 0.01 0.01

LD (mg/L) 0.05 0.29 0.5 0.5
LC (mg/L) 0.2 0.97 1.7 1.8

Rango (mg/L) 0.2 - 15 0.97 – 10.4 1.7 - 11 1.5 - 20

- Formación de derivados en el sistema cromatográfico
Debido a la nula reactividad entre OPA-NAC y las poliaminas en ausencia de

tampón, se mezclaron estos reactivos antes de la inyección en el sistema. De modo que la
reacción tenía lugar en el sistema cromatográfico por la presencia de tampón borato en la
fase móvil. En la Figura 48 se muestra el cromatograma obtenido para la disolución
patrón de espermina (15 mg/L).

La señal analítica obtenida fue superior a la obtenida usando la derivatización en
disolución con o sin retención en el soporte sólido, como puede observarse en la Tabla
24.
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Figura 48: Cromatograma correspondiente del derivado OPA-NAC-espermina (15 mg/L)
obtenido mediante derivatización en columna (Procedimiento III)

Tabla 24: Estudio comparativo de la sensibilidad usando la espermina como analito
Procedimiento UV-visible Cromatografía

I 0.0433 (n=4) 66 (n=1)
II 0.0448 (n=4) 142 (n=3)
III 180 (n=1)
IV 0.0156 (n=4)

- Formación de derivados en soportes sólidos
De acuerdo a la metodología propuesta por el grupo de investigación [92-94] las

etapas y las condiciones óptimas para este procedimiento están indicadas en la Tabla 25.

Tabla 25: Esquema de las diferentes etapas implicadas en la derivatización de poliaminas
en soportes sólidos

Etapa Opción A Opción B
1 Acondicionamiento del

soporte
1 ml MeOH
1 ml tampón borato
0.5 M, pH = 8

Idem

2 Retención del analito 2 ml disolución patrón
0.2 ml tampón borato

Paso 3

3 Adición del reactivo (OPA:NAC) (1:1) in 15% MeOH Paso 2
4 Tiempo de reacción 3 min Idem
5 Limpieza (opcional) 1 mL MeCN Idem
6 Elución 3 ml (MeOH:tampón borato pH

9.5) (9:1)
Idem

7 Regeneración del soporte 1 mL HCl 10-3 mol/L Idem

Fueron ensayadas dos opciones diferentes para este procedimiento (opción A y
opción B). A pesar de que el orden de retención en el soporte era diferente (reactivo-
amina o viceversa) no se observaron diferencias significativas entre ambas opciones. Por
lo tanto, se escogió la opción A (amina-reactivo) para permitir la inclusión de una etapa
de limpieza de muestra anterior a la adición de reactivo para aquellas muestras que la
requieran o bien una etapa de preconcentración.



Capítulo 3.2: PROCEDIMIENTOS EN ESTÁTICO

- 104 -

Los parámetros analíticos obtenidos mediante el uso de este procedimiento se
muestran en la Tabla 23 (Procedimiento IV).

Si comparamos los resultados obtenidos con los otros procedimientos previamente
descritos, la sensibilidad obtenida es inferior (Tabla 21). Esta propiedad puede ser
mejorada aumentando el tiempo de reacción en la columna o adaptando una etapa de
preconcentración, tal como se describe en la siguiente sección.

Usando este procedimiento, la estabilidad de los productos de reacción se
incrementó. Los productos OPA-NAC-amina formados en la columna y posteriormente
eluidos eran estables para tiempos hasta de 60 min.

- Utilidad de las diferentes aproximaciones
En la Tabla 26 se resumen las características analíticas más relevantes de los

diferentes procedimientos ensayados. La derivatización en disolución es un
procedimiento sensible y rápido aunque la alta degradación de los productos,
especialmente de la espermina, conlleva a ser el procedimiento menos adecuado en
términos de exactitud y precisión Además, la derivatización en disolución generalmente
requiere etapas adicionales con la finalidad de eliminar la señal del exceso de reactivo o
de interferencias de la matriz. Por lo tanto, si no se obtiene su comportamiento cinético
sin fuentes de errores, se tratará de un procedimiento no recomendado a pesar de sus
características analíticas favorables.

Una alternativa es la retención selectiva de los productos de reacción en soportes
sólidos que permite alcanzar sensibilidades similares y mayor estabilidad que el
procedimiento sin retención. El procedimiento automatizado ha sido estudiado por Saito
et al. también con disoluciones patrón.

Los productos de reacción formados en el soporte sólido (C18) mostraron alta
estabilidad, alta selectividad aunque la sensibilidad obtenida era baja puede ser mejorada
incluyendo una etapa de preconcentración. Este procedimiento puede ser adaptado a un
sistema HPLC con el uso de una pre-columna. La derivatización puede realizarse en línea
mediante una retención previa del analito en el soporte sólido anterior a la columna
analítica [90,96].

Tabla 26: Resumen de las características más relevantes de los diferentes procedimientos
ensayados

Propiedad analítica Proced. I Proced. II Proced. III Proced. IV
Sensibilidad **** *** **** ** (****)
Selectividad ** *** * ****
Repetibilidad ** * **** ***

Reproducibilidad ** * **** ***
Estabilidad * ** **** ***

Tiempo de análisis *** * **** **
Coste **** *** * **

Proced. = Procedimiento
(*) un alto número de marcas indica características más favorables

La derivatización en el sistema HPLC mostró alta sensibilidad, selectividad y
estabilidad de los productos de reacción formados con disoluciones patrón. Sin embargo,
su aplicación a muestras reales está limitada por la presencia de interferentes o
compuestos incompatibles con el sistema cromatográfico.
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Desde el punto de vista económico, la derivatización en disolución es el
procedimiento más barato y la derivatización en línea el más costoso. El uso de soportes
sólidos es bastante barato debido a que el mismo soporte puede ser utilizada varias veces
(aproximadamente 100 veces).

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones la retención o derivatización en
soportes sólidos es una interesante aproximación para el análisis de aminas. Se trata de
una solución que mejora la estabilidad y selectividad, minimiza los costes de los análisis
y amplia la aplicabilidad a muestras reales.

Estas conclusiones de aplicabilidad no se limitan a un tipo de matriz concreto sino
que son extensibles para la mayoría de muestras. En el grupo de investigación se ha
adaptado o se están adaptando estos procedimientos al análisis de aminas biogénicas,
alifáticas y aromáticas en matrices como orina, cerveza, agua y aire. Las posibilidades de
su adaptación a la determinación de aminas biogénicas en muestras de agua se evalúa en
la siguiente sección.
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3.2.2.5.- PROCEDIMIENTOS PARA LA DETERMINACIÓN DE
POLIAMINAS EN AGUAS

Los contenidos de poliaminas en muestras acuosas son muy bajos por lo que se
requiere una etapa de preconcentración para alcanzar los límites de detección de la
técnica. Además la presencia de otras especies en la matriz capaces de modificar de forma
directa o indirecta la señal se traduce en la necesidad de una etapa de limpieza de
muestra. Una de las posibles soluciones es la utilización de soportes sólidos.

De los procedimientos descritos anteriormente se pueden aplicar directamente a
muestras de agua solamente la derivatización en disolución seguida de la retención en
soportes empaquetados (Procedimiento II) y la derivatización en soportes empaquetados
(Procedimiento IV). La derivatización en disolución (Procedimiento I) o la derivatización
en la columna cromatográfica (Procedimiento III) requieren de una etapa fuera de línea o
en línea, de preconcentración y limpieza.

Por lo tanto, para abordar la determinación en muestras de agua se plantean tres
vías de actuación posibles:

- Preconcentración de los analitos y posterior elución para la formación del
derivado en disolución o en el seno de la columna cromatográfica.

- Formación del derivado, preconcentración y elución
- Preconcentración, formación del derivado en soporte y elución

- Preconcentración del analito
Debido a las dificultades de la extracción líquido-líquido convencional, se han

propuesto diferentes métodos basados en la extracción en fase sólida, con cartuchos de
intercambio catiónico (SCX, strong cationic exchange) o sorbentes de sílice. Krull y col.
[109] retienen las aminas primarias y secundarias en superficies de gel de sílice
recuperándolas con eluyente ácido. Posteriormente ajustaban el pH con NaOH para
realizar la reacción de derivatización con 9-fluorenilmetilcloroformiato. Los porcentajes
de recuperación que se obtienen son del orden 85-88 % y 74-80 %, respectivamente.

La optimización del procedimiento de preconcentración de las poliaminas fue
realizada estudiando la influencia de todas la variables implicadas.

La naturaleza del tipo de relleno para la retención de aminas había sido estudiada
previamente por el grupo de investigación. Se habían comparado soportes como C18,
Certify, PPL y SCX que presentan diferente tipo de interacciones y en consecuencia
diferente capacidad de adsorción. Los cartuchos eran previamente acondicionados con 1
mL de metanol y 1 mL de tampón borato 0.5 mol/L y pH = 8. Los mejores resultados
fueron obtenidos con columnas C18. Se pueden procesar volúmenes de 100 mL con
factores de recuperación del orden de 60-80%.

La influencia del volumen de eluyente también fue estudiada encontrándose que
con 2 fracciones de 1 mL de ácido ácetico 0.1 mol/L se lograba la recuperación
cuantitativa. Con una única fracción de 2 mL de ácido ácetico 0.2 mol/L también se
lograban porcentajes de recuperación del 100 %. Se pueden conseguir por tanto factores
de concentración de 1:50.

El volumen de NaOH necesario para la neutralización del eluyente ácido fue de 30
µL de NaOH 5 mol/L, alcanzándose el pH óptimo para la posterior reacción de formación
de derivados de forma cuantitativa. El inconveniente de este procedimiento es la
optimización del pH de reacción tras la elución ácida de las poliaminas.
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- Preconcentración del derivado
Para reducir las fuentes de contaminación y asegurarse que la concentración del

analito permanece inalterada desde la toma de muestra hasta la etapa de medida, se ha
propuesto diferentes estrategias. Recientemente, se ha desarrollado un protocolo para el
análisis de amonio en ecosistemas marinos o de agua natural que se puede adaptar al
análisis de aminas. Se basa en la utilización de grandes volúmenes de muestra y en la
adición del reactivo para la formación del derivado en el mismo punto de muestreo [110].

Con este protocolo se lograría el objetivo de asegurar la calidad de preservación de
la muestra aunque solamente es aplicable para poliaminas que den lugar a derivados
estables.

Al estudiar la cantidad de volumen de muestra procesado utilizando el relleno C18
se obtuvieron resultados satisfactorios. En la Tabla 27 se recogen los valores de
recuperación medidos para la cadaverina. Se comprueba que para volúmenes superiores a
100 mL se produce autoelución del producto de reacción disminuyendo de forma
considerable la sensibilidad alcanzada.

Tabla 27: Porcentajes de recuperación para la formación de derivados y retención en
soporte en función del volumen de muestra procesado. Número de réplicas = 3

Volumen (mL) 25 50 100 250
Porcentaje de
recuperación

81 ± 14 88 ± 3 99 ± 5 61 ± 1

Se lograban factores de preconcentración de 1:50, sin pérdida de sensibilidad o de
1:125 con pérdida del 40% de sensibilidad pero reproducibles.

El estudio de muestras reales implicó varias etapas con la finalidad de evaluar la
presencia de errores sistemáticos.

- Los ensayos de fortificación de la muestra confirmaron la aditividad de la señal
alcanzándose porcentajes de recuperación del 80 %.

- La aplicación del método de adición estándar a cadaverina proporcionó una curva
de calibración con un coeficiente r2 = 0.996. Mediante un test t se confirmó que la
pendiente de calibración (ver Tabla 22) y de la adición estándar (0.067 ± 0.002) eran
estadísticamente iguales (tcal = 0.16 para 95 % y 6 grados de libertad). El contenido de
cadaverina fue inferior al límite de detección del método

- Se aplicó el método de Youden para determinar la existencia de errores
sistemáticos constantes inherentes a la muestra. Para ello se midió la señal analítica para
distintos volúmenes de la muestra. El comportamiento observado era similar al del blanco
reactivo con lo que se concluyó que la matriz de la muestra no introdujo error sistemático
constante.

- Formación de derivados en soportes empaquetados
El procedimiento ha sido ampliamente aplicado por el grupo de investigación para

la determinación de aminas de diferente naturaleza en matrices de orina, de agua o de
cerveza [92-96]. Su aplicación a muestras de agua requiere controlar la etapa de
concentración de la muestra sin eluir los reactivos retenidos y/o sin alterar las condiciones
de reacción.
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Se estudió la naturaleza del soporte empleando cartuchos comerciales diferentes:
C18, Certify, PPL y SCX. Los mejores valores fueron obtenidos con soportes C18.

Se ensayaron cartuchos C18 con diferente cantidad de relleno (200 - 500 mg). Sin
embargo, no se lograron mejoras significativas.

En la Figura 49 se expone la señal final para diferentes volúmenes de disolución de
cadaverina patrón pero con la misma concentración final. Se puede observar que la señal
proporcionada es independiente del volumen de muestra procesado. Esto indica que no se
produce la autoelución de la muestra a pesar de procesar grandes volúmenes.
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Figura 49: Señal analítica para la formación de derivados en soporte en función del
volumen de muestra procesado

Se lograban factores de preconcentración de 1:50, sin pérdida de sensibilidad. El
estudio de la muestra real constó de ensayos de fortificación que confirmaron la
aditividad de la señal alcanzándose porcentajes de recuperación del 60-80 %. Se pueden
alcanzar límites de detección del orden de 4 µg/L.

Este procedimiento no tiene las limitaciones de los anteriormente expuestos, en lo
relativo a la necesidad de inclusión de una etapa de neutralización de los reactivos eluidos
previa a la reacción (preconcentración del analito y formación de derivados en
disolución)o el hecho de que sólo sea aplicable a las poliaminas más estables
(preconcentración del derivado). Por otra parte, aúna en un mismo soporte todas las
operaciones del procedimiento analítico a excepción de la medida.
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3.2.2.6.- CONCLUSIONES
- Se ha estudiado la formación de derivados OPA-NAC con diferentes poliaminas

(cadaverina, putrescina, espermidina y espermina). Se ha evaluado el efecto de diferentes
variables sobre la reacción, como el pH de reacción o concentraciones de los reactivos,
optimizándose las mejores condiciones de medida

- Se ha observado la inestabilidad de los derivados, destacando especialmente el
derivado de la espermina. Se ha realizado una nueva aportación estudiando la presencia o
ausencia de efectos sinérgicos entre el exceso de reactivo y el derivado. GHPSAM y
HPSAM han cancelado la contribución del derivado OPA-NAC-espermina para evaluar la
evolución del reactivo para diferentes concentraciones de analito. Al no detectarse efectos
sinérgicos, se ha establecido con garantía de calidad la cinética de reacción, por tanto, se
ha demostrado también las ventajas del método GHPSAM para evaluar la cinética sin
errores sistemáticos.

Para la aplicación del HPSAM se ha desarrollo un programa que permite la
aplicación del método en un entorno accesible, de manejo sencillo, con rápida obtención
de resultados (< 15 s) y muy flexible.

- Se han ensayado diferentes procedimientos de formación de derivados: en
disolución, en disolución seguida de retención en soportes sólidos, en el sistema
cromatográfico o en soporte empaquetado. El estudio ha sido enfocado a la estabilidad de
la reacción de los productos, sensibilidad y versatilidad del procedimiento. Se han
evaluado las condiciones óptimas, las propiedades analíticas, las ventajas y desventajas de
todas las opciones. Al compararse las características más relevantes se ha establecido las
posibilidades de cada una de las opciones propuestas

Así por ejemplo y basándose en los experimentos realizados, la formación de
derivados usando cartuchos C18 ha demostrado ofrecer ventajas sobre otros
procedimientos ensayados, ya que supone un incremento de la estabilidad de los
derivados OPA-NAC.

- Se han adaptado las distintas opciones para proponer diferentes procedimientos
para la determinación de poliaminas en muestras de agua. Se han ensayado la
preconcentración del analito, la preconcentración del derivado y la formación del
derivado en el soporte usando cartuchos de fase sólida. Se han establecido los parámetros
analíticos, de modo que para un factor de preconcentración 1:50, los límites de detección
alcanzados son 4 µg/L, permitiendo alcanzar concentraciones de poliaminas en aguas
entre el límite de detección y 100 µg/L.

La selección del procedimiento depende de los objetivos específicos del análisis
como coste o frecuencia. La preconcentración del derivado o formación de derivados en
soportes empaquetados proporcionan ventajas en términos de selectividad,
reproducibilidad, estabilidad del derivado o contaminación de la muestra.

- Los ensayos realizados sobre muestras de agua reales han sido satisfactorios.
Para evaluar la aplicabilidad del método se ha realizado ensayos de recuperación, el
método de adición estándar y el método Youden. No se ha observado ningún efecto de la
matriz sobre la determinación.

Finalmente destacar que los métodos descritos se pueden considerar pioneros para
el análisis de poliaminas en muestras de agua de forma económica, rápida y en
condiciones de calidad.
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3.2.3.- ANALYSIS OF CHROMIUM
(VI)

3.2.3.1.- INTRODUCTION
A) CONSIDERATIONS ABOUT THE ANALYSIS OF

CHROMIUM (VI)
B) METHODS FOR MODELLING OF UNKNOWN

INTERFERENCES

3.2.3.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
- Procedure

3.2.3.3.- THEORETICAL BACKGROUND OF GHPSAM FOR THE
DETERMINATION OF TWO FORMS OF THE ANALYTE

- Localisation of linear intervals in unknown interference
spectrum

- Calculation of concentrations
- Programming of method
- Criteria for the selection of method and limitations

3.2.3.4.- GHPSAM CALIBRATION IN THE DETERMINATION OF
CHROMIUM (VI)

- Modelling of system
- Determination of CrO4

2- y HCrO4
- in unknown samples

- Determination of concentration of chromium (VI) in
unknown samples

3.2.3.5.- CONCLUSIONS
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3.2.3.1.- INTRODUCCIÓN
A) CONSIDERACIONES EN EL ANÁLISIS DE CROMO (VI)
Frecuentemente, se introducen metales en el ciclo del agua procedentes de

desechos industriales. Muchos de esos iones son tóxicos para el hombre y su vertido debe
ser monotorizado y controlado de forma cuidadosa. El cromo puede encontrarse como Cr
(III) y Cr (VI). El Cr (III) es menos tóxico. Se ha demostrado la toxicidad del Cr (VI)
presente en aerosoles al dañar la piel y el sistema respiratorio, causando cáncer de
pulmón, sin embargo los efectos tóxicos del Cr(VI) en agua de consumo no están bien
documentados [111].

La determinación de cromo (VI) se hace particularmente necesaria en aguas
procedentes de industrias de electroplateado químico, pinturas, pigmentos, fungicidas,
agentes para curtir, tintes... y además su concentración pueda ser usada como medida
alternativa de la demanda química de oxígeno [112].

Un problema añadido en la determinación de Cr (VI) es la presencia de diferentes
formas químicas del Cr (VI) en agua cuya concentración depende del pH y también de la
concentración total. Este problema puede resolverse por un cambio en el pH para que
predomine una única forma o en base a la determinación de las diferentes formas
químicas. El sistema de cromo (VI) se puede describir por los siguientes equilibrios
según Kolthoff y col.[113]:

H2CrO4  ↔  HCrO4
-  + H+ pK1 = -0.75

HCrO4
-  ↔  CrO4

2-  +  H+ pK2 =  6.5
Cr2O7

2-  ↔  2 HCrO4
-  +  H+ pK3 = -1.7

Las curvas de distribución de las distintas especies de cromo (VI) son función de la
concentración total y del pH. En la Figura 50 se muestran los diagramas de distribución
teóricos de las distintas especies de cromo (VI) expresado en porcentaje de concentración
molar.

Existen varios métodos analíticos para la determinación de cromo (VI) en aguas
residuales o naturales como la espectrofotometría con distintos reactivos destacando la
difenilcarbazida [114,115], voltamperiometria de resolución catódica [116],
espectroscopía de absorción atómica [117-119], cromatografía de par iónico y de
intercambio iónico con diferentes sistemas de detección [120] y la electroforesis capilar
[121,122]. También se han propuesto determinaciones basadas en sistemas en flujo [123-
128]. Sin embargo, algunos métodos descritos necesitan separaciones físicas, tratamientos
preliminares o instrumentación no universal.

Respecto al tipo de medida, la espectrofotometría directa es una buena elección
para monotorizar la calidad del agua dado su carácter general. Pero para muestras de
origen medioambiental (aguas residuales, industriales, ...) no es fácil la determinación
directa por la presencia de turbidez, especies en suspensión o materia orgánica. Los
métodos propuestos para cancelar las interferencias son la separación química y/o física y
métodos matemáticos de cancelación o compensación del interferente.
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Figura 50: Diagramas de distribución del cromo (VI) en función del pH y de la
concentración: (a) cromato CrO4

2-; (b) hidrógeno cromato HCrO4
-; (c) dicromato Cr2O7

2-

Los métodos descritos basados en las propiedades espectrofotométricas directas
del cromo (VI) son: medida de la absorbancia a 310, 372 y 480 nm a pH = 9 y
compensación no lineal de la materia orgánica [129]; método absorciométrico
multivariado con modelización de los interferentes a partir de un polinómio de tercer
grado [130]; método UVMA (ultraviolet multiwavelenght absorptiometry) que considera
el espectro de la muestra combinación lineal de ciertos espectros de referencia obtenidos
por tratamiento del agua [130-133].

En este capítulo se plantea el análisis del cromo (VI), total y sus formas químicas,
en muestras de agua por espectroscopía UV-visible directa empleando el GHPSAM. Se
pretende aplicar un tratamiento quimiométrico de los registros que permite modelar los
interferentes desconocidos presentes y determinar su concentración.

B) MÉTODOS DE MODELADO DE INTERFERENTES DESCONOCIDOS
La presencia de un constituyente desconocido en la muestra, no modelado por el

conjunto de calibración es un problema muy serio cuando se usa un modelo multivariado.
En tales casos será necesaria una recalibración incluyendo el interferente pero esto sólo
será posible si el compuesto en principio desconocido puede ser identificado. Para
calcular la concentración del analito en muestras de composición desconocida han sido
propuestos varios métodos matemáticos. Sin embargo cada uno de estos métodos presenta
algunas restricciones.
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Las regresiones en componentes principales (PCR, principal component
regression) y en mínimos cuadrados parciales (PLS, partial least squares) requieren un
conjunto de calibración de patrones con concentraciones conocidas de los analitos a ser
determinados. La concentración de cada interferente, conocida o desconocida, debe variar
para permitir que el algoritmo modele su efecto [134].

El filtro Kalman [135,136] requiere un modelo bien definido consistente en un
espectro para cada componente sospechoso de contribuir a la respuesta espectral general.
Esto es necesario para encontrar un intervalo de longitud de onda donde las señales
analíticas de los componentes no se solapen.

Los métodos de aniquilación de rango [137] y de aniquilación de rango
generalizado [138] son útiles para matrices de datos bilineales y sistemas
multicomponentes. La precisión de los resultados suministrados por este método depende
del ruido, del número de componentes con señales analíticas solapadas, de las
concentraciones relativas de las especies solapadas y de la resolución de las diferentes
señales analíticas.

Los métodos de resolución de curvas por automodelado (SMCR, self-modelling
curve resolution) [139,140] resuelven mezclas de componentes desconocidos con un
número mínimo de suposiciones: la concentración de cada componente en la mezcla y sus
intensidades espectrales en cada longitud de onda es positiva. Las restricciones de la señal
son bilinealidad, no negatividad, unimodalidad y proximidad. El problema inherente es
que el método no garantiza una única solución debido a las ambigüedades inherentes
como rotacionalidad e intensidad.

Un problema adicional se plantea cuando además el analito en la muestra puede
estar presente en varias formas químicas en función de las condiciones del medio. En
estos casos, no sólo el espectro de los constituyentes de la matriz de la muestra puede ser
desconocido sino también el espectro de alguna de las formas químicas del analito. Frente
a este tipo de muestras, la solución pasa por el cálculo de la concentración total de analito
y/o de la concentración de cada especie. Las dos opciones implican diferentes
aproximaciones para el tratamiento de los datos.

Desde 1995 se han realizado estudios por el grupo de investigación en el que está
inscrita la presente tesis, proponiéndose el método de adición estándar del punto H
generalizado (GHPSAM, generalized H-point standard addition method), para estimar
con un error muy bajo la concentración del analito en una muestra en la que uno o más
interferentes desconocidos están presentes. Como se ha mencionado en capítulos
anteriores, se basa en la localización de intervalos espectrales lineales para la
interferencia global y el uso de señales analíticas que eliminan su contribución.

En el presente capítulo, el GHPSAM se extiende a la resolución de interferencias
químicas y es aplicado para la estimación de la concentración total del analito, cromo
(VI), o alguna de las formas seleccionadas del analito. También se presenta una nueva
metodología para la determinación simultánea de dos formas de un analito. El presente
estudio mejora el modo de encontrar los intervalos donde la interferencia presenta un
comportamiento  espectral lineal y permite la estimación de la concentración del analito
considerando diferentes objetivos analíticos.



Capítulo 3.2: PROCEDIMIENTOS EN ESTÁTICO

- 117 -

3.2.3.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Las medidas fueron realizadas en un espectrofotómetro diodo-array UV-visible

Hewlett-Packard HP8453, ver Figura 12. Las disoluciones fueron preparadas en agua
(nanopure, Sybron, Barnstead) utilizando como reactivo de pureza analítica dicromato de
potasio (Panreac, España) y citrato de sodio (Guinama, España).

- Procedimiento
a) Serie I: Disoluciones sintéticas
A partir de una disolución madre de cromo (VI) (88.8 mg/L), las disoluciones

patrón de trabajo fueron preparadas con concentración entre 0 y 20 mg/L a pH = 3 y pH =
9 en medio tampón citrato 0.05 mol/L (pK = 3.128, 4.761, 6.396). Las disoluciones
sintéticas contenían entre 0 y 20 mg/L de cromo (VI) a pH 3 y 9 (muestras I.1 - I.10) y de
5 o 15 mg/L a pH 5, 5.5, 6, 6.5 y 7 (muestras I.11 - I.20). Cada muestra fue preparada por
duplicado y se registró el espectro en la región 250-400 nm con una celda de 1 cm de
camino óptico.

b) Serie II: Muestras de agua de acequia
Las muestras de agua, de pH = 6.5, proceden de la acequia de San Isidro

(Valencia). El tratamiento previo realizado fue la filtración por gravedad para eliminar las
partículas en suspensión presentes. Se registró el espectro de las muestras con celdas de
camino óptico de 1 cm y 5 cm (muestra IIa.0 y IIb.0).

Se preparó una muestra fortificada disolviendo 4.08 mg de K2Cr2O7 en 250 ml de
muestra de agua filtrada. Se realizó una adición estándar de Cr (VI) entre 0 y 20 mg/L
sobre la muestra (muestras IIa.1 - IIa.6) y se registro el espectro UV en la región de 250-
400 nm en una celda de camino óptico 1 cm.

Se preparó una muestra aditivada con 1.70 mL de disolución de 50 mg/L de Cr
(VI) en 250 mL de muestra de agua filtrada. Se realizó una adición estándar de Cr (VI)
entre 0 y 800 µg/L (muestras IIb.1 - IIb.5) y se registro el espectro en la región de 250-
400 nm con una celda de camino óptico 5 cm.

c) Serie III: Muestras de agua del puerto
Las muestras de agua, de pH = 8.2, proceden del puerto de Valencia. El tratamiento

previo realizado fue la filtración por gravedad para eliminar las partículas en suspensión
presentes. Se registró el espectro de las muestras, con o sin tampón citrato 0.05 mol/L con
celdas de camino óptico de 1 cm y 5 cm (muestra IIa.0 y IIb.0).

Se preparó una muestra fortificada con 1.13 mL de disolución de 50 mg/L de
cromo (VI) en 250 mL de muestra de agua filtrada. Se preparó otra muestra fortificada
con 1.13 mL de disolución de 50 mg/L de cromo (VI) en 250 mL de muestra de agua
filtrada con 0.05 mol/L de tampón citrato (pH = 6.5). Para ambas muestra se realizó una
adición estándar de cromo (VI) entre 0 y 800 mg/L (muestras IIIa.1 - IIIa.5 y muestras
IIIb.1 - IIIb.5). Se registro el espectro UV-visible en la región de 250-400 nm con una
celda de camino óptico 5 cm.

Los cálculos para el análisis en componentes principales (PCA) y para la regresión
en mínimos cuadrados parciales (PLS) fueron realizados usando el paquete estadístico
The Unscrambler (CAMO). Para el desarrollo de los cálculos del método GHPSAM, se
utilizaron programas en leguaje Visual-Basic (Microsoft).
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Figura 51: Puntos de muestreo para el análisis de cromo (VI)
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3.2.3.3.- FUNDAMENTOS DEL GHPSAM PARA LA DETERMINACIÓN
DE DOS FORMAS DE UN ANALITO

En esta sección se analizarán los fundamentos teóricos y las consideraciones
prácticas de este tipo de determinaciones. Las conclusiones establecidas son válidas para
el caso estudiado en la siguiente sección, determinación de las formas químicas del cromo
(VI) pero también son válidas para la determinación de dos formas químicas en otras
posibles situaciones.

En primer lugar se exponen los fundamentos teóricos para la determinación
simultánea de dos formas químicas de un analito. Se trata de un nuevo método propuesto
en esta tesis.

- Localización de los intervalos lineales en el espectro del interferente
desconocido

Supongamos que X e Y son las dos formas químicas del analito a determinar y que
Z es la interferencia desconocida global. La Figura 52 muestras los espectros hipotéticos
de una muestra en esta situación.
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Figura 52: Espectros hipotéticos de un analito presente en dos formas químicas X e Y, de
la interferencia global y de la muestra

Si el comportamiento espectral del interferente Z (AZ,j) puede ser descrito por una
línea recta con ordenada en el origen a y pendiente b en el intervalo de longitudes de
onda λ1-λm, entonces:

AZ,j = a + b λj λj ∈ [λ1, λm] [ec. 12]
La absorbancia de la muestra S a cada longitud de onda del intervalo seleccionado

será la suma de las absorbancias de X a concentración cX, de Y a concentración cY y de Z.
La concentración total del analito puede expresarse como c = cX + cY.

AS,j = AX,j + AY,j + AZ,j = cX εX,j + cY εY,j + a + b λj [ec. 13]
donde AX,j y AY,j son las absorbancias a λj de X e Y respectivamente εX,j y εY,j son

los coeficientes de absortividad molar de X e Y (o las pendientes de las curvas de
calibrado) a λj considerando una celda con camino óptico de 1 cm.

La segunda derivada de la absorbancia de la muestra con respecto a la

longitud de onda en este intervalo es:
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Si se define el parámetro rj como el cociente de la segunda derivada de los
coeficientes de absortividad molar de Y y X, a la longitud de onda λj, la ecuación [ec.14]
puede rescribirse como:

A
c c r

A
c c

r
S j

X j
X Y j      

S j

Y j
Y X

j

,
' '

,
' '

,
' '

,
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ε
ε

Y j

X j

,
''

,
'' [ec. 15]

La ecuación [ec.15] puede re-escribirse del siguiente modo:
A

c c
A

c cS j

X j
X Y

Y j

X j

S j

Y j
Y X

X j

Y j

,
' '

,
' '

,
' '

,
' '

,
' '
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' '

,
' '

,
' 'ε

ε
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ε
ε

= + ⋅ = + ⋅              [ec. 16]

Por lo tanto, los gráficos A /S, j
'  '

X, j
'  'ε  frente ε εY,j

'  '
X, j
'  '/  y A /S,j

'  '
Y, j
'  'ε  frente

ε εX,j
'  '

Y, j
'  '/  muestran una línea recta si el espectro de la interferencia posee un

comportamiento lineal.

En el caso hipotético estudiado se obtendrían los gráficos mostrados en la Figura
53. Se puede observar que se obtiene una línea recta para el intervalo de longitudes de
onda donde la respuesta del interferente era lineal.
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Figura 53: Localización de los intervalos lineales en el espectro del interferente (245-297
nm) basada en  la especie X (a) o en la especie Y (b).  En ambos casos la ecuación de la línea
recta entre 245-297 nm es y = 1 x + 1, lo que significa que cX = cY = 1

Además se obtendrá una estimación inicial de la concentración de ambas formas a
partir de la pendiente y ordenada en el origen de estas líneas. En el caso hipotético, la
líneas rectas obtenidas en el intervalo 245-297 nm proporcionaban en ambos casos la
concentración correcta para ambas especies.
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- Cálculo de las concentraciones
Seleccionando tres longitudes de ondas (λj, λk y λl) incluidas en el intervalo lineal

[λ1, λm] del espectro de la interferencia, la absorbancia de la muestras vendrá dada por la
siguientes expresiones:

AS,j = cx εX,j + cY εY,j + a + b λj

AS,k = cx εX,k + cY εY,k + a + b λk

AS,l = cx εX,l + cY εY,l + a + b λl             [ec. 17]
Las siguientes diferencias de absorbancia ponderadas dependerán solamente de las

características de las diferentes formas del analito independientemente de la presencia de
la interferencia. Los valores de p y q están dados en [ec.9].

AS ,k - q AS ,j - p AS ,l = cX ( εX ,k - q εX ,j - p εX ,l) + cY ( εY ,k - q εY ,j - p εY ,l)  [ec. 18]

Surgen dos expresiones al reescribir la ecuación [ec.18]:
A q A p A

q p
c c

q p
q p

S k S j S l

X k X j X l
X Y

Y k Y j Y l

X k X j X l

, , ,

, , ,

, , ,

, , ,

− ⋅ − ⋅

− ⋅ − ⋅
= +

− ⋅ − ⋅

− ⋅ − ⋅ε ε ε
ε ε ε
ε ε ε

      [ec. 19]
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Figura 54: Representaciones ∆AS /εX frente ∆εY /εX (a) y∆AS /εY  frente ∆εX /εY (b) para los
incrementos 241-261-x, siendo x variable entre 244-280.

Los incrementos de absorbancia obtenidos aplicando las ecuaciones anteriores para
diferentes conjuntos de tres longitudes de onda para cada disolución ensayada describen
una línea recta, ver Figura 54. Su pendiente será igual a la concentración de una forma
del analito y la ordenada en el origen será igual a la concentración de la otra especie.

Cualquier conjunto de longitudes de onda incluido en el intervalo lineal puede ser
usado, pero la precisión y exactitud de los resultados mejora seleccionando las longitudes
de onda que maximizan el denominador del cociente de las ecuaciones [ec.19] y [ec.20].

Para los intervalos de longitudes de onda donde la interferencia no presente un
comportamiento lineal, las representaciones propuestas en las ecuaciones [ec.19] y
[ec.20] no serán lineales.
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- Programación del método
Se desarrollaron programas escritos en lenguaje Visual-Basic para facilitar el

procedimiento del GHPSAM para este tipo de determinaciones. En la Figura 55 se
muestra el diagrama de flujo de los programas para la determinación de las dos formas de
analito. Como puede observarse, el métodos implica pocos pasos, es sencillo y flexible
permitiendo cambios en los criterios de selección de variables.

A pesar del número de pasos que aparentemente tienen lugar y de la flexibilidad
que muestra el diagrama el cálculo completo implica un tiempo de cálculo que oscila
entre 30-75 s.

- Criterio de selección del método y limitaciones
Uno de los pasos más importantes en el procedimiento del GHPSAM, es la

localización de los intervalos de longitud de onda donde el comportamiento espectral de
la interferencia puede ser considerado lineal. Para este propósito pueden usarse diferentes
representaciones en función del objetivo de la determinación.

Para la determinación de la concentración total del analito, independientemente de
que la señal analítica sea contribución de diferentes formas o no, se puede utilizar los
gráficos A / MS,j

'  '
j
'  '  frente λj. M j

'  ' es la derivada segunda de la pendiente que ha sido
obtenida mediante un método de adición estándar. De modo que se obtendrán valores
constantes para dicho cociente en los intervalos espectrales lineales para la interferencia.
Estos gráficos fueron propuestos en el capítulo II.B.1 para el análisis de un único analito.

Para la determinación de una forma química del analito en presencia de un
interferente global desconocido, se pueden utilizar los gráficos A /S, j

'  '
X, j
'  'ε  frente λj. ε X, j

'  '

es la derivada segunda del coeficiente de absorción a λj de dicha forma química. Los
intervalos lineales del espectro interferente serán aquellos donde se obtienen valores
constantes para el mencionado cociente. Estas representaciones son una adaptación de los
gráficos que fueron propuestos en el capítulo II.B.1 en este caso aplicados para el análisis
de una única forma del analito considerando la restante/s como parte de la interferencia
global.

Una situación especial surge cuando el cociente de la segunda derivada de los
coeficientes de absortividad molar de las dos formas químicas ε εX, j

'  '
Y, j
'  '/ es constante en

un intervalo de longitudes de onda. Como se deduce de la ecuación [ec. 15], cuando se
representan los cocientes A /S, j

'  '
X, j
'  'ε  o A /S, j

'  '
Y, j
'  'ε  frente a la longitud de onda, se

obtendrá un valor constante para aquellos intervalos de longitudes de onda donde el
interferente presente un comportamiento lineal. Esta situación está representada en la
Figura 56.

La concentración de la forma X podrá obtenerse para los intervalos donde rj posee
pequeños valores (cY⋅rj << cX) o donde A AY, j

'  '
Z, j
'  '+  es igual cero. Del mismo modo,

cuando 1/rj es pequeño o A AX,j
'  '

Z, j
'  '+  es cero los intervalos horizontales de la

representación A /S, j
'  '

Y, j
'  'ε  frente λj proporcionan la concentración de la forma Y del

analito.
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Figura 55: Diagrama de flujo de los programas en Visual-Basic: GHPSAM de dos analitos

CÁLCULO : εY’’/εX’’, εX’’/εy’’, A’’/εX’’, A’’/εY’’

GRÁFICA : A’’/εX’’ vs εY”/εX”SMOOTH 1
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λ   (nm)

A
"s

/
"

determinación
forma X

determinación
forma X

determinación
forma X + forma Y

6
7

9

8

10

54

32
1

  1.  1.00:0.00
  2.  0.75:0.25
  3.  0.50:0.50
  4.  0.25:0.75
  5.  0.00:1.00

  6.  3.00:0.00
  7.  2.25:0.75
  8.  1.50:1.50
  9.  0.75:2.25
10.  0.00:3.00

Figura 56: Representación hipotética ''
j,X

''
j,S /A ε  frente λj. para disoluciones a diferente

concentración relativa cX : cY. La concentración total es igual a 1 (líneas discontinuas) o 3 (líneas
continuas)

Si no se cumplen estas condiciones para el valor de rj, el valor del cociente
A /S, j

'  '
X, j
'  'ε  será igual a la suma de la concentración de la forma X y de la forma Y

corregida por el factor rj. En este sentido, solamente cuando rj = 1 la concentración total
del analito puede ser obtenida directamente.

Adicionalmente, si la longitud de onda del máximo espectral del analito o del de
alguna forma química esta incluida en el intervalo lineal, es posible aplicar la
espectroscopía de primera derivada. Como fue descrito en los fundamentos del método,
esta metodología puede ser usada para validar el intervalo lineal.

Para la determinación simultánea de dos formas del analito, se puede usar la
expresión dada en [ec. 16]. Como puede observarse, las ecuaciones describen una línea
cuya ordenada en el origen y su pendiente corresponden a las concentraciones del analito
en ambas formas químicas, alternativamente. Esto significa que cuando se representa
A /S, j

'  '
X, j
'  'ε  frente ε εY, j

'  '
X, j
'  '/  y A /S, j

'  '
Y, j
'  'ε  frente ε εX, j

'  '
Y, j
'  '/  se obtendrá una línea recta

en el intervalo lineal del espectro del interferente. Un ejemplo de este hecho se mostró en
la Figura 53 donde el intervalo lineal en el espectro del interferente se localiza en el
intervalo 245-297 nm.

Mediante los gráficos descritos, se puede obtener una estimación de la
concentración de las diferentes formas del analito así como de la concentración total.
Aunque estos resultados pueden usarse como una aproximación a la concentración real,
hay que considerar que han sido obtenidos usando derivadas segundas de los datos
originales donde el cociente señal-ruido se ha incrementado.

Para una predicción exacta y precisa de la concentración del analito, deben usarse
las ecuaciones [ec. 11], [ec. 19] y [ec. 20]. Como puede observarse, en estas ecuaciones
se utilizan los datos originales en lugar de las derivadas. Los resultados obtenidos
mediante el empleo de estas ecuaciones pueden ser validados estudiando los valores (Ak -
q Aj - p Al) para los diferentes conjuntos de longitudes de onda seleccionados.
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De acuerdo a estudios previos de este grupo de investigación [100], se propuso una
metodología basada en el error relativo. El error relativo en la predicción de la
concentración puede ser calculado usando la expresión:

c A
M

=
∆
∆

 
s
c

s
A

s
M

c





= 





+ 





2 2 2
∆ ∆

∆ ∆
 A  M [ec. 21]

donde el error para el incremento de absorbancias es s2
∆A = s2

Ak + q2 s2
Aj + p2 s2

Al.
De acuerdo a valores experimentales, s∆M/∆M ≈ 0.01 y sAj ≈ sAk ≈ sAl basándose en el
hecho que p + q =1, el máximo valor del error será s2

∆A = 2 s2
Aj, mientras que el mínimo

valor sería s2
∆A = 1.5 s2

Aj.
Para diferentes valores sA y ∆A, los cocientes sc/c son diferentes, y la varianza de

los resultados es constante para un valor fijado de ∆A. Si se asume un valor de sc/c ≈ 0.05,
lo que significa que las desviaciones de los resultados son inferiores a 5 % (criterio
general), entonces ∆A = 0.095 si sA = 5×10-3.

Representando los cocientes ec/c (ec es el error absoluto asignado a cada disolución
o adición estándar) y el valor sc/c con sA = 5×10-3 frente ∆A para los diferentes intervalos,
se obtiene un gráfico como el de la Figura 57. La exactitud es adecuada cuando los
valores ec/c están incluidos en límites críticos y siguen una distribución aleatoria en
función de la concentración de analito.

Otra estrategia para la selección de las longitudes de onda implica un análisis en
componentes principales de los valores (Ak - q Aj - p Al) para los intervalos ensayados. Si
el número de componentes principales es superior al número de formas del analito o el
gráfico de puntuaciones muestra una distribución anómala, entonces se puede considerar
que la interferencia no ha sido completamente anulada en el intervalo ensayado.

(a)

-0.3

-0.2

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0 0.05 0.1 0.15

∆ A

e c /
 c

c=1

c=2

c=3

c=4

(b)

-0.3

-0.2

-0.1

0
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0.3

-0.15 -0.1 -0.05 0

∆ A

e c /
 c

c=1

c=2

c=3

c=4

Figura 57: Representaciones hipotéticas ec/c frente ∆A de una serie de concentraciones c
para dos intervalos: interferente anulado (a) e interferente sin anular (b). La línea punteada
representa el valor teórico de sc/c para sA = 5x10-3
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3.2.3.4.- CALIBRACIÓN GHPSAM EN LA DETERMINACIÓN DE CROMO (VI)
- Modelado del sistema
Las curvas de distribución de las diferentes formas del cromo (VI) son función de

la concentración de Cr (VI) total y del pH. No obstante, se puede considerar no
dependiente de la concentración total de Cr (VI) cuando el metal se encuentra en
concentraciones inferiores a 25 mg/L.

Al ser combinación de las distintas formas, el espectro de una disolución de cromo
(VI) en la región UV-visible depende del pH. Las especies predominantes al nivel de
concentraciones considerado son HCrO4

- a pH = 3 y CrO4
2- a pH = 9 cuyos espectros se

muestran en la Figura 58.
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Figura 58: (a) Espectros UV-visible de una disolución 20 mg/L de cromo (VI) a pH = 3 y
pH = 9 y de muestras no fortificadas de agua de acequia y fortificadas con 5 mg/L de cromo (VI)
registradas con una celda de camino óptico de 1 cm y fortificadas con 300 µL de cromo (VI)
registradas con una celda de camino óptico 5 cm. (b) Espectros UV-visible de las muestras de
agua de puerto no fortificadas y fortificadas con 200 µg/L de cromo (VI) registrados con una
celda de camino óptico 5cm a pH = 8.2 y pH = 6.5
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Se realizó un análisis en componentes principales (PCA, principal component
analysis) de disoluciones patrón a diferentes niveles de concentración (0 - 20 mg/L) y de
pH (3 - 9). El gráfico de puntuaciones en el espacio de las dos primeras componentes
principales se muestra en la Figura 59. La primera componente principal explicó un 80 %
de la varianza de los datos y la segunda un 20 %. Se trata de una representación tipo
triangular estando linealmente relacionados los patrones preparados con la misma
concentración de cromo (VI) o al mismo pH. A partir del gráfico de puntuaciones, se
puede estimar la concentración total y el pH de una disolución desconocida libre de
interferencias directas. La puntuación de una muestra que contenía 17 mg/L de Cr (VI) y
preparada a un pH igual 5.25 se representa en la Figura 59 como ejemplo. Proyectando
este punto sobre el gráfico de puntuaciones en las correspondientes líneas a pH = 3 y 9
(como se representa en la figura), se puede establecer la concentración aproximada de
CrO4

2- y HCrO4
-. Las concentraciones de las dos especies fueron iguales a 6 y 11 mg/L

respectivamente. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos empleando las
constantes de equilibrio cuyo cálculo se explica en el apartado siguiente.
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-20 -10 0 10 20 30

PC 1

PC
 2

c = 5 mg/L

c = 15 mg/L

c = 10 mg/L

c = 20 mg/L pH = 3

pH = 7

pH = 6.5

pH = 6

pH = 5.5

pH = 5

pH = 9

Figura 59: Gráficos de puntuaciones del PCA para disoluciones de Cr(VI) a pH = 3 y pH
= 9 con concentraciones 0, 5, 10, 15 y 20 mg/L (dos réplicas) y a pH = 5, 5.5, 6, 6.5 y 7 con
concentraciones 5 y 15 mg/l (dos réplicas). También se muestra la puntuación para una
disolución muestra (♦) con 17 mg/L de cromo (VI) a pH=5.25.

Se pueden aplicar distintos métodos para estimar las concentraciones de las
diferentes formas del analito cuando las formas presentes son conocidas y en ausencia de
interferencia desconocida.

Los métodos que se han abordado son: regresión en componentes principales
(PCR), regresión en mínimos cuadrados parciales (PLS), regresión lineal múltiple no
sobreestimada (MLR1, multiple linear regression) y sobreestimada (MLR2), método de
adición estándar del punto H (HPSAM) y regresión lineal multiparamétrica (MPLR
multiparametric linear regression). Se calcularon las concentraciones de CrO4

2- y HCrO4
-

en las muestras de la serie I (muestras sintéticas). Los resultados obtenidos con cada
método fueron representados frente a las predicciones proporcionadas por PLS
(considerado como método de referencia).
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En todos los casos, se obtuvieron pendientes estadísticamente iguales a la unidad y
ordenadas estadísticamente iguales a cero. Por lo tanto, la concentración de ambas
especies podría calcularse con cualquiera de estos métodos. Usando las concentraciones
predichas de CrO4

2- y HCrO4
-, puede estimarse la concentración total de cromo (VI). Los

resultados son coincidentes en todos los casos con las concentraciones reales presentes.
Al nivel de concentraciones de Cr (VI) en la serie I, el sistema de cromo (VI)

puede describirse por un equilibrio modificado entre HCrO4
- y CrO4

2- cuya constante de
equilibrio puede ser obtenida a partir de las concentraciones de estas formas para los
distintos pH. El método de obtención de la constante de equilibrio seleccionado se basa
en el cálculo del punto de inflexión de la curva de concentración de cromato frente pH,
para el que la segunda derivada se anula. El valor de pK calculado con las estimaciones
de la concentración es pK = 5.5, que difiere del valor dado por Kolthoff y col.[113] pero
que es consistente con el valor pK ≈ 5.8 dado por Thomas y col.[131].

- Determinación de CrO4
2- y HCrO4

- en muestras desconocidas
En primer lugar, se realizó la localización de los intervalos lineales de la

interferencia global. Como dictan las bases del método GHPSAM, a partir de las
gráficas A MS j j,

'' ''/  se pueden localizar estos intervalos correspondiendo a cocientes
constantes y siendo el cociente medio la concentración aproximada del analito en las
muestras.

Se obtuvieron las gráficas AS j CrO j,
' '

,
' '/ ε

4
2  − frente λj y AS j HCrO j,

''
,

''/ ε
4
− frente λj para la

serie I correspondiente a las muestras sintéticas. Los coeficientesε
CrO j4

2  − ,
''  y ε

HCrO j4
− ,

'' se

calcularon a partir de las pendientes de las curvas de calibración obtenidas con
disoluciones estándar a pH 9 y 3, respectivamente.

Cuando se representó el cociente AS j CrO j,
' '

,
' '/ ε

4
2  −  frente λj a todas las longitudes de

onda medidas para las disoluciones de la serie I, dos intervalos parecieron ser adecuados
para el cálculo de la concentración de CrO4

2-. Estos intervalos fueron 270-290 nm y 325-
340 nm. A pesar del ruido en las señales, el intervalo 350-380 nm también pudo
considerarse adecuado. El ruido en esta región es debido a la presencia de puntos de
inflexión en el espectro del analito. Cuando el espectro de segunda derivada del analito
tiende a cero el cociente anterior tiende a infinito. Los cocientes AS j CrO j,

' '
,

' '/ ε
4
2  −

presentaron el mismo valor para todos las disoluciones procesadas en el intervalo 310-
320 nm. Esto se debe al hecho de que en este intervalo la relación ε ε

CrO j HCrO j4
2

4
 − −,

''
,

''/  es

igual a la unidad. Dicha situación se explicó en el apartado anterior. Por lo tanto, este
intervalo permite estimar la concentración total de cromo (VI).

A partir de la representación AS j HCrO j,
''

,
''/ ε

4
− frente λj empleada para localizar los

intervalos lineales en el espectro interferente en la determinación también se concluyó
que el intervalo 310-320 nm permite la predicción de la concentración total de cromo
(VI). Estos gráficos no mostraron intervalos lineales adecuados para el interferente, lo
que significó que la concentración de HCrO4

- no pudo ser calculada.
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Los espectros de las muestras de agua de acequia, fortificadas y no fortificadas con
cromo (VI) y medidas con celdas de diferentes caminos ópticos se muestran en la Figura
58. Los espectros de las muestras de agua de puerto fortificadas con Cr(VI) y no
fortificadas a diferentes pHs se presentan en la misma figura.

Para la serie II, muestras de acequia, y serie III, muestras del puerto, los gráficos
AS j CrO j,

' '
,

' '/ ε
4
2  − frente λj mostraron intervalos lineales en los intervalos 270-340 nm y 265-

340 nm, respectivamente. Para ambas series, los valores de los cocientes en el intervalo
350-380 nm fueron consistentes con la concentración de CrO4

2- adicionada.

Se realizó un estudio adicional de la linealidad de la interferencia en el intervalo
350-380 nm para las muestras de acequia y muestras de puerto siendo posible al estar
incluido la longitud de onda del máximo de absorción del analito en el intervalo. Se
seleccionaron parejas de longitudes de onda a ambos lados del máximo (λm = 372 nm)
que presentaran el mismo valor de absorbancia para el analito. El criterio operativo fue
que la diferencia entre absorbancias para estas dos longitudes de onda fuera inferior al 2
% en todos los casos.

Los valores de ∆AS,j,k/∆λj,k  estimados estuvieron incluidos en el intervalo

( )dA d
m

S/ λ λ  ± 3× s(dA/dλ) (ver Tabla 28), por lo tanto, de acuerdo con los fundamentos

teóricos, se confirmó la linealidad de la interferencia en el intervalo 350-380 nm para
ambas series.

Tabla 28: Valores estimados de ∆AS,j,k/∆λj,k en el intervalo 350-380 nm y valores

( )dA d
m

S/ λ λ  con λm = 372-373 nm, para muestras IIa.1, IIb.1, IIIa.1 y IIIb.1

conc adicionada
(mg/L)

(∆A/∆λ)j.k s((∆A/∆λ)1.2) (dA/dλ)λm ± 3 s((dA/dλ)λm)

IIa 5 -0.00036 0.00019 -0.00037 ± 0.00009
IIb 0.3 -0.00168 0.00025 -0.00165 ± 0.00015
IIIa 0.2 -0.00031 0.00004 -0.00035 ± 0.00006
IIIb 0.2 -0.00061 0.00008 -0.00067 ± 0.00006

Los intervalos lineales fueron posteriormente corroborados mediante la nueva
metodología propuesta basada en el cálculo de los gráficos AS j X j,

''
,

''/ ε  frente

ε εY j X j,
''

,
''/ y AS j Y j,

''
,

''/ ε  frente ε εX j Y j,
''

,
''/ . Un ejemplo de estas representaciones se

muestra en la Figura 60 para 290-340 nm.
Con todas las diferentes representaciones mencionadas, se pudo establecer una

estimación inicial de la concentración de los dos analitos. No obstante, como se manifestó
en el apartado anterior, estas predicciones están afectadas por un error debido al empleo
de segundas derivadas sin embargo sirven como guía en la cuantificación.

A continuación se realizó la estimación de la concentración de las dos formas
químicas del cromo (VI). Las concentraciones de CrO4

2- y HCrO4
- se predijeron usando

las ecuaciones del GHPSAM. Las longitudes de onda seleccionadas para la aplicación del
GHPSAM cumplieron los siguientes criterios: una distancia entre las tres longitudes de
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onda superior a 4 nm y un coeficiente de determinación (r2) para la curva de calibración
resultante (Ak - q Aj - p Al vs. c) superior a 0.995. La predicción final fue obtenida como
media de los resultados proporcionados por los 25 incrementos de absorbancias con
mayor pendiente en la curva de calibración.
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Las predicciones de la concentración de CrO4
2- en las series II y III, muestras de

acequia y puerto con las mejores señales analíticas seleccionadas se presentan en la Tabla
29.

Aplicando la nueva metodología, la concentración de ambas formas puede ser
obtenida de modo simultáneo mediante las expresiones [ec. 19] y [ec. 20] mostradas en el
apartado anterior. En este caso la selección de las tres longitudes de onda se basó en los
siguientes criterios: distancia entre las tres longitudes de onda superior a 4 nm, un
coeficiente de determinación r2 > 0.995 y las mayores pendientes en las curvas de
calibración (Ak - q Aj - p Al vs. c) para cada forma del analito individualmente.

Tabla 29: Predicciones de la concentración CrO4
2- para la serie IIa (mg/L Cr) y series IIb,

IIIa y IIIb (µg/L Cr) usando el GHPSAM
intervalos intervalos

muestra 270-290 325-345 350-380 muestra 265-290 325-345 350-380
IIa.0 0.219 ± 0.012 -0.01 ± 0.02 -0.14 ± 0.05 IIIa.0 27.9 ± 1.8 63 ± 3 -6 ± 13
IIa.1 4.650 ± 0.012 4.48 ± 0.02 4.47 ± 0.04 IIIa.1 234.3 ± 1.9 273 ± 3 201 ± 10
IIa.2 6.688 ± 0.007 6.51 ± 0.02 6.61 ± 0.06 IIIa.2 420 ± 2 474 ± 3 407 ± 14
IIa.3 8.497 ± 0.011 8.35 ± 0.02 8.49 ± 0.05 IIIa.3 615 ± 2 663 ± 3 606 ± 15
IIa.4 10.31 ± 0.02 10.14 ± 0.02 10.45 ± 0.08 IIIa.4 801 ± 3 855 ± 4 794 ± 17
IIa.5 12.03 ± 0.02 11.83 ± 0.04 12.29 ± 0.07 IIIa.5 1028 ± 3 1084 ± 3 1020 ± 7
IIa.6 13.89 ± 0.02 13.62 ± 0.03 14.09 ± 0.13

muestra 270-290 325-345 350-380 muestra 265-290 325-345 350-380
IIb.0 138 ± 7 116 ± 6 -16 ± 16 IIIb.0 -24 ± 4 23 ± 5 -10 ± 9
IIb.1 392 ± 7 370 ± 5 251 ± 19 IIIb.1 123 ± 3 159 ± 6 147 ± 7
IIb.2 545 ± 8 528 ± 9 406 ± 17 IIIb.2 260 ± 4 276 ± 6 289 ± 6
IIb.3 727 ± 8 699 ± 14 624 ± 25 IIIb.3 414 ± 4 404 ± 6 426 ± 28
IIb.4 869 ± 17 834 ± 16 766 ± 23 IIIb.4 551 ± 3 543 ± 7 618 ± 25
IIb.5 1115 ± 12 1054 ± 18 927 ± 52 IIIb.5 716 ± 3 677 ± 13 778 ± 14
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Las predicciones fueron obtenidas mediante la pendiente y ordenada de las
correspondientes curvas, [ec. 19] y [ec. 20], empleando los incrementos de absorbancia
seleccionados. Los resultados obtenidos para la predicción simultánea de CrO4

2- y HCrO4
-

se muestran en la Tabla 30, considerándose el intervalo 290-340 nm lineal para la
interferencia desconocida.

Tabla 30: Predicciones de las concentraciones de CrO4
2- y HCrO4

- para series IIa
expresadas en mg/L de Cr y series IIIa y IIIb expresadas en µg/L de Cr usando el GHPSAM para
las dos formas del analito en el intervalo 290 - 340 nm

∆AS/∆εX vs ∆εY/∆εX ∆AS/∆εY vs ∆εX/∆εY

muestra CrO4
2- HCrO4

- CrO4
2- HCrO4

-

IIa.0 0.1480 ± 0.0018 0.285 ± 0.004 0.1469 ± 0.0017 0.287 ± 0.003
IIa.1 4.665 ± 0.003 0.317 ± 0.008 4.668 ± 0.003 0.31 ± 0.008
IIa.2 6.738 ± 0.003 0.415 ± 0.007 6.74 ± 0.003 0.41 ± 0.007
IIa.3 8.569 ± 0.003 0.472 ± 0.007 8.571 ± 0.003 0.467 ± 0.006
IIa.4 10.435 ± 0.003 0.605 ± 0.007 10.436 ± 0.002 0.602 ± 0.006
IIa.5 12.179 ± 0.002 0.757 ± 0.006 12.181 ± 0.002 0.752 ± 0.006
IIa.6 14.010 ± 0.002 0.875 ± 0.005 14.012 ± 0.002 0.87 ± 0.005
IIIa.0 35 ± 0.3 - 34.5 ± 0.3 -
IIIa.1 238.6 ± 0.4 - 238.2 ± 0.4 -
IIIa.2 432.6 ± 0.5 - 432.4 ± 0.4 -
IIIa.3 629.4 ± 0.3 - 629 ± 0.3 -
IIIa.4 806.3 ± 0.6 - 805.8 ± 0.5 -
IIIa.5 1036.7 ± 0.6 - 1036.4 ± 0.5 -
IIIb.0 65.5 ± 1.9 -44 ± 4 65.3 ± 1.8 -43 ± 4
IIIb.1 220 ± 2 4 ± 4 219.9 ± 1.9 5 ± 4
IIIb.2 352.9 ± 1.7 83 ± 3 352.9 ± 1.6 83 ± 3
IIIb.3 517 ± 2 117 ± 5 517 ± 2 117 ± 5
IIIb.4 652.2 ± 1.6 182 ± 3 651.9 ± 1.5 183 ± 3
IIIb.5 809.3 ± 1.2 282 ± 2 808.7 ± 1.1 284 ± 2

Para la serie IIb, donde también hay que considerar un gran cociente entre la señal
del interferente y la señal del analito, las curvas de calibración obtenidas no fueron
lineales r2 < 0.99 y syx > 7. Esto se interpretó como que el interferente desconocido no era
totalmente lineal en el rango de longitudes de onda de modo que las predicciones estarían
afectadas por un error, por lo tanto la concentración del analito no pudo ser estimada.

Para las muestras de agua de acequia y de puerto, los resultados proporcionados
por los métodos PCR y PLS estaban sujetos, como se preveía, a errores destacables en la
predicción cuando un interferente desconocido está presente, ya que la señal de la
interferencia no puede ser modelada.

- Determinación de la concentración de cromo (VI) total en muestras
desconocidas

El GHPSAM puede ser empleado para determinar la concentración de cromo (VI)
total, como se razonó anteriormente Para la aplicación del método, solamente se requiere
la medida del espectro de la muestra y realizar varias adiciones de analito a la muestra
(incluso una sería suficiente). Además, para la medida del Cr (VI) no es necesario
conocer los coeficientes de absorción molar de CrO4

2- y HCrO4
- o cambiar el pH de la

disolución original a valores de pH de 3 o 9.
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En primer lugar, se deben localizar los intervalos lineales en el espectro de la
interferencia desconocida. Los gráficos A MS j j,

'' ''/  frente λj sirven para este objetivo,

siendo M j
''  la derivada segunda de la curva de calibración obtenida mediante adición

estándar.

Para muestras de agua de acequia (serie II) y agua de puerto (serie III), los
intervalos lineales para la interferencia desconocida fueron 270-340 y 350-380 nm y 270-
345 y 350-380 nm, respectivamente. Los gráficos obtenidos pueden observarse en la
Figura 61.

La concentración del analito, Cr (VI) total, puede obtenerse seleccionando tres
longitudes de onda incluidas en los intervalos anteriores y aplicando las ecuaciones del
GHPSAM. Siguiendo este procedimiento, fueron estimadas las predicciones del Cr (VI)
total en todas las muestras. Se obtuvieron resultados adecuados en todos los casos
excepto en la serie IIb. Con la finalidad de mejorar las predicciones de Cr (VI) en esta
serie (con alta relación señal interferente-señal analito), se realizó un nuevo estudio.

Teniendo en cuenta la anchura de los intervalos 270-340 y 270-345 nm, se decidió
fraccionarlos en pequeños intervalos (270-290, 290-320 y 320-340 nm) para comprobar
la linealidad del espectro del interferente para la serie IIb.

La predicción de la concentración del Cr (VI) total en la serie IIb obtenida
seleccionando tres longitudes de onda en cada nuevo intervalo de longitudes de onda
mostró una ausencia de uniformidad entre los diferentes subgrupos formados. Una
incompleta cancelación de la señal del interferente puede ser la posible explicación del
hecho. Esto significa que el comportamiento del interferente en el intervalo 270-340 nm
no puede ser considerado completamente lineal y es resultante de la combinación de un
cierto número de pequeños intervalos lineales.

Se realizó un análisis en componentes principales con 100 incrementos de
absorbancia (Ak - q Aj - p Al) de los intervalos 270-290, 290-320, 320-340 y 350-380 nm
(25 variables por intervalo) para la serie IIb y los patrones a pH = 3 y a pH = 9. Los datos
fueron previamente centrados. El criterio de selección de longitudes de onda fue: una
distancia entre las tres longitudes de onda superior a 4 nm y un coeficiente r2 > 0.995 para
la curva de calibrado resultante. Los resultados del PCA mostraron que la primera
componente principal explicaba el 97.9 % de la varianza de los datos y la segunda el 2 %
de la varianza. El gráfico de puntuaciones puede observarse en la Figura 62a. La primera
PC puede ser asignada a la concentración de CrO4

2-, mientras que la segunda
principalmente a la concentración de HCrO4

-. Los valores de las puntuaciones para las
muestras de la serie IIb informaron también sobre la incompleta cancelación de la señal.
Además, los puntos correspondientes a la adición se dispusieron de forma no radial. A
partir del gráfico de cargas, Figura 62b, parece más apropiado considerar los intervalos
290-320 y 350-380 nm como los más adecuados ya que presentan valores de carga más
altos en los PC más informativos.
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Figura 61: Gráficos A MS j j,
'' ''/  frente λj para la adición estándar de cromo (VI) en las muestras de agua de acequia y de puerto y en muestras

fortificadas: (a) Serie IIa. (b) Serie IIb. (c) Serie IIIa. (d) Serie IIIb
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Figura 62: Gráfico de puntuaciones (a) y gráfico de cargas (b) obtenidos mediante PCA
para los 25 incrementos ∆A seleccionados de cada intervalo de la serie IIb y de los patrones de Cr
(VI) a pH = 3 y pH = 9.

Finalmente y con la finalidad de validar los resultados previamente obtenidos para
la serie IIb, se desarrolló un estudio de la exactitud y precisión relativa de éstos con los
valores de (Ak - q Aj - p Al) en todos los intervalos (270-290, 290-320, 320-340 y 350-380
nm). El error relativo en la predicción de la concentración se calculó como se indicó en el
apartado anterior.

Los cocientes ec/c (ec es el error absoluto asignado a cada adición estándar) y el
valor sc/c frente ∆A, considerando sA = 5×10-3, fueron representados para los diferentes
intervalos. Los patrones fueron bien estimados por el modelo excepto para algunos
puntos en los límites de los criterios establecidos. Los puntos obtenidos empleando el
intervalo 290-320 nm mostraron una distribución especial en el gráfico. Esta disposición
solamente pudo ser asignada a la incompleta anulación de la señal del interferente.
Después de todos los estudios mencionados, se decidió predecir el contenido de Cr (VI)
en la serie IIb solamente seleccionando tres longitudes de onda incluidas en el intervalo
350-380 nm. Las señales analíticas mayores habían sido obtenidas en este intervalo. Las
restantes muestras se predijeron usando todos los intervalos encontrados mediante las
representaciones A MS j j,

'' ''/ frente λj.

La concentración de Cr (VI) total calculada para cada serie puede observarse en la
Tabla 31. Los resultados fueron expresados como las medias de las predicciones
calculadas mediante las 25 señales analíticas que presentaban las mayores pendientes en
las curvas de calibración cuando se representaban frente a la concentración.

En la Figura 58, también se ha incluido los espectros predichos de las matrices de
las muestras de agua para las diferentes muestras ensayadas. Éstos han sido obtenidos
sustrayendo el espectro del analito calculado para la concentración predicha al espectro
de la muestra. Como se comprueba el espectro calculado es coincidente con el real.
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Tabla 31: Predicciones de la concentración total de cromo (VI) para las series IIa, IIb, III
y IIIb usando el GHPSAM

muestra conc adicionada
(µg/L)

conc predicha
(µg/L)

muestra conc adicionada
(µg/L)

conc predicha
(µg/L)

IIa.0 0 (0.16 ± 0.03) 103 IIb.0 0 -31 ± 26
IIa.1 5 103 (4.98 ± 0.04) 103 IIb.1 300 277 ± 20
IIa.2 7 103 (7.20 ± 0.05) 103 IIb.2 500 445 ± 16
IIa.3 9 103 (9.17 ± 0.04) 103 IIb.3 700 685 ± 21
IIa.4 11 103 (11.18 ± 0.04) 103 IIb.4 900 873 ± 20
IIa.5 13 103 (13.08 ± 0.04) 103 IIb.5 1100 1063 ± 19
IIa.6 15 103 (15.04 ± 0.04) 103

IIIa.0 0 -2 ± 6 IIIb.0 0 6 ± 23
IIIa.1 200 208 ± 5 IIIb.1 200 214 ± 30
IIIa.2 400 399 ± 5 IIIb.2 400 393 ± 23
IIIa.3 600 595 ± 6 IIIb.3 600 591 ± 34
IIIa.4 800 783 ± 8 IIIb.4 800 797 ± 31
IIIa.5 1000 1016 ± 4 IIIb.5 1000 1012 ± 27

A partir de la concentración de cromo (VI), del pH y de la constante de equilibrio,
es posible estimar las concentraciones de las formas CrO4

2- y HCrO4
- presentes en las

muestras. La Tabla 32 proporciona las predicciones en las muestras de agua
considerando un pK = 5.5. En esta tabla, también está incluida la concentración media
estimada por el GHPSAM. Las series IIIa y IIIb, poseen diferente pH pero la misma
concentración total de cromo (VI) total, así la principal diferencia entre ambas series es la
distribución de la concentración en CrO4

2- o en HCrO4
-. La Tabla 32 demuestra que las

predicciones del Cr (VI) total en las muestras de estas series son coincidentes con la suma
de concentraciones de CrO4

2- y HCrO4
- previamente obtenidas mediante GHPSAM.

Tabla 32: Predicciones de las concentraciones de CrO4
2- y HCrO4

- expresadas en mg/L de
Cr las muestras de las series II y III, usando la constante de equilibrio pK = 5.5 y la
concentración media de cromo (VI) obtenida por el GHPSAM

muestra pH Cr (VI) (mg/L) CrO4
2- HCrO4

-

IIa.1 6.5 4.98 4.53 0.45

IIb.1 6.5 0.277 0.252 0.025

IIIa.1 8.2 0.208 0.208 0.00

IIIb.1 6.5 0.214 0.195 0.019
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3.2.3.5.- CONCLUSIONES
- Se establecen una serie de características generales nuevas para el GHPSAM.

Nuestro estudio demuestra que el GHPSAM proporciona la concentración del un analito,
en presencia de interferencias desconocidas, incluso cuando las señales analíticas son
contribución de diferentes formas relacionadas a través de un equilibrio.

Para determinar la concentración de las diferentes formas químicas del analito, se
debe considerar sus contribuciones en las expresiones generales del GHPSAM como se
ha desarrollado en el presente capítulo. Pero la misma metodología sería aplicable al
estudio de especies que se encuentren en un equilibrio dependiente de las condiciones
puntuales de la matriz acuosa o especies implicadas en un proceso cinético. Incluso la
aplicación para el análisis simultáneo de especies diferentes parece viable si se cumplen
las condiciones de aplicación.

El método solamente fallará cuando la absorbancia del analito es lineal en el
intervalo de longitudes de onda estudiado y no será aplicable cuando no se localicen
tramos lineales para la interferencia global. En el resto de casos, el GHPSAM es capaz de
corregir la absorbancia de la interferencia desconocida. La calibración propuesta aporta
ventajas respecto otros métodos como el PLS donde la presencia de interferencias no
modeladas origina fallos críticos en la predicción.

Se ha desarrollado un programa que permite la aplicación del método para dos
formas del analito en un entorno muy accesible, de manejo sencillo, con una rápida
obtención de resultados (< 30 s) y muy flexible que complementa el método descrito para
un solo analito.

- Se ha puesto de relieve las nuevas características del GHPSAM en el análisis del
cromo (VI). Se ha demostrado la habilidad del GHPSAM para proporcionar la
concentración de un analito, cromo (VI), en presencia de interferencias desconocidas,
incluso cuando las señales analíticas son contribución de las diferentes formas
mayoritarias del analito relacionadas mediante un equilibrio.

En este capítulo para estimar las concentraciones de CrO4
2- y HCrO4

- se han
evaluado sus contribuciones a la señal total. Para ello se han propuesto diferentes vías:
estudio de la concentración total, estudio de la concentración de cada especie
individualmente y estudio de las concentraciones de ambas formas simultáneamente.

Los resultados obtenidos usando el GHPSAM para la determinación de Cr (VI) en
matrices como aguas residuales y naturales con interferencias desconocidas muestran que
se trata de un método de calibración robusto con suficientes recursos para validar la
exactitud de los resultados obtenidos.

La principal ventaja de este método multivariado es que puede ser aplicado a una
de las más sencillas técnicas analíticas, la espectrofotometría directa. No es necesario
realizar ningún pre-tratamiento en la muestra, como en la mayoría de los métodos
descritos. Tampoco es necesario modificar el pH de la disolución original para obtener la
concentración de analito total como el método propuesto en la referencia 113 o el uso de
ningún espectro de referencia como se requiere para el método UVMA.

- En este capítulo, también se ha realizado una propuesta de especiación basada en
el modelado del sistema. Se trata de una aproximación empírico-teórica para el estudio
del equilibrio entre las diferentes formas del cromo (VI). Se ha descrito la utilización de
gráficos de puntuaciones obtenidos por análisis en componentes principales para la
evaluación gráfica y semicuantitativa de las concentraciones de CrO4

2- y HCrO4
-
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empleando pH-concentración total o viceversa. Se ha estimado la constante de equilibrio
entre ambas formas químicas en el intervalo de concentraciones estudiado, al tratarse de
un equilibrio dependiente de la concentración presente. Finalmente se ha comparado estos
resultados con los obtenidos por el GHPSAM.

- En consideración a los parámetros analíticos, sensibilidad y rango dinámico de
concentraciones para ambos métodos propuestos son similares a otros métodos de la
bibliografía.

- El control de calidad se ha aplicado en todas las etapas del análisis, asegurando la
correcta realización tanto de los procedimientos experimentales como de tratamiento de
los datos. Antes de abordar el estudio del cromo se han evaluado los criterios de selección
del método y sus limitaciones, examinando sus posibilidades reales y proponiendo modos
de garantizar la calidad de las señales. Como estrategias de validación de los resultados se
ha aplicado ensayos de recuperación, estudios de errores y estimación semiteórica. Se han
aplicado herramientas de reconocimiento de pautas para detectar la presencia de
resultados erróneos. Las diferentes estrategias ensayadas (gráficos GHPSAM, análisis en
componentes principales y cocientes ec/c) han proporcionado resultados homogéneos
detectando la presencia de señales no adecuadas.

- La etapa de muestreo se planificó en base a las características del entorno
medioambiental del área en estudio (Valencia). Las localizaciones fueron seleccionadas
por su proximidad a empresas textiles o zonas propensas a la contaminación.

- Las aplicaciones de la metodología propuesta y contrastada pueden ser variadas.
Sin embargo las características del método indican que su utilización sería recomendable
como técnica de alerta en laboratorios que desarrollen vigilancia de vertidos, control
periódico o continuo de calidad. Sería especialmente útil en plantas de tratamiento de
aguas residuales donde existen variaciones bruscas del pH o naturaleza tanto del vertido
inicial como en las distintas fases del proceso. Adicionalmente también sería utilizable
para el control de vertido industrial en zonas con actividades textiles o metalúrgicas que
por el mezclado de diferentes caudales se obtienen variaciones en la composición.
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3.3.- PROCEDIMIENTOS EN

FLUJO
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3.3.1.- UNIVARIATE ANALYSIS OF
CHROMIUM

3.3.1.1.- INTRODUCTION

3.3.1.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
- Flow procedure
- Batch procedure
- Standard solutions
- Treatment of reduction Cr(VI)-Cr(III)
- Real samples

3.3.1.3.- INFLUENCE OF STORAGE PROTOCOLS
- Optimal experimental conditions for the oxidation of luminol

by hydrogen peroxide
- Chemiluminescence signal of no acidified samples
- Chemiluminescence signal of samples stored with HCl
- Chemiluminescence signal of samples stored with HNO3
- Applicability scope

3.3.1.4.- PREVIOUS REDUCTION OF CHROMIUM (VI) TO
CHROMIUM (III)

- Treatment of reduction Cr(VI)-Cr(III)
- Study of interferences

3.3.1.5.- DESIGN OF A NEW FLOW CELL
- Comparison of results of bundle cell to flow procedures
- Comparison of results of bundle cell to batch procedures
- Utility: determination of chromium in water samples

3.3.1.6.- CONCLUSIONS
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3.3.1.1.- INTRODUCCIÓN
La determinación de elementos traza en ciertas aguas medioambientales requiere

de técnicas analíticas con alta sensibilidad y selectividad. Para la determinación de iones
metálicos se han utilizado técnicas unielementales como la espectroscopía de absorción
atómica electrotérmica o técnicas multielementales como la espectroscopía de emisión
atómica acoplada o no a la espectrometría de masas.

La quimioluminiscencia, resultante de emisiones transitorias originadas por una
reacción, es también un método interesante para la determinación de iones metálicos a
niveles de traza o subtrazas. La quimioluminiscencia suministra sensibilidad y
selectividad y su acoplamiento a la inyección en flujo (FI, flow injection) conduce a
métodos rápidos y reproducibles en la inyección de muestra y mezclado de los reactivos.
Estos factores, junto con el bajo coste y simplicidad hacen a la determinación
quimioluminiscente o su combinación con FI extremadamente interesante para el análisis
de trazas.

Entre las reacciones quimioluminiscentes destaca la reacción entre el luminol y un
oxidante, generalmente el peróxido de hidrógeno, en medio básico que está catalizada por
algunos iones metálicos, produciendo una emisión quimioluminiscente a λ=425nm.

NH
NH

O

ONH2

�����H2O2 O-

O-

O

ONH2

OH-
+ N2 + hν

Figura 63: Reacción quimioluminiscente luminol-H2O2

La Tabla 33 muestra una selección de determinaciones de inyección en flujo
quimioluminiscentes de iones metálicos en muestras acuosas. La reacción más usada tal
como se observa es la oxidación de luminol-H2O2 para la determinación de iones
metálicos. Para cuantificar Fe(II), Fe(III), Mn(II) y Cu(II) es necesario un proceso de
preconcentración siendo el método más común la cromatografía de intercambio iónico.
Es importante resaltar el efecto crítico que posee la composición del eluyente y el pH. La
mayoría de los métodos proponen determinar Cr(III) sin preconcentración.

Se han empleado diversos reactivos para enmascarar interferencias, por ejemplo
para las determinaciones del Mn(II), Co(II) y Cr(III) se han empleado 8-quinolinol,
citrato de sodio y ácido etilendiamintetraacético (EDTA), respectivamente. Además en
muchos procedimientos, los patrones y las muestras son acondicionados con H3PO4 para
enmascarar iones interferentes.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se seleccionó para su estudio la
reacción del luminol-H2O2 en presencia de EDTA para la determinación de cromo en
forma Cr(III) o total con el objeto de mejorar sus características analíticas. Escobar et al.
[141] han utilizado la reacción de reducción, descrita por Bowling et al. [142], que
emplea HCl y H2O2 a T = 80 ºC durante 30 min para determinar la concentración de
cromo total.

2 Cr (VI) + 3 H2O2 → 2 Cr (III) + 3 H2O + 6 H+
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Para lograr mayor sensibilidad en el análisis quimioluminiscente se plantean dos
aproximaciones posibles. La primera posibilidad es investigar reacciones
quimioluminiscente alternativas para analitos como los iones metálicos. La segunda
aproximación es redefinir el diseño de los diferentes componentes de la instrumentación
quimioluminiscente [143].

Existen dos factores importantes en cualquier determinación quimioluminiscente:
- El mezclado de los reactivos debe ser satisfactorio para obtener la máxima

emisión de luz. Un pobre mezclado produce un consumo elevado de reactivos y/o una
pérdida de sensibilidad. El mezclado es más efectivo con una pieza en forma de T,
aunque también ha sido utilizada una unión en Y o incluso una dispersión de una muestra
inyectada en un reactivo envolvente en flujo. Esta última opción es reproducible pero
excesivamente rápida.

- La celda de detección regula la luz emitida que alcanza al detector así como la
duración y magnitud de la señal. En una celda pequeña, el número de fotones emitidos y
detectados es pequeño mientras que en una celda excesivamente grande se produce un
efecto de dilución o problemas de autoabsorción.

Ambos factores deben ser estudiados simultáneamente porque su combinación
afecta a las variaciones dependientes del tiempo en la intensidad de luz emitida.

Varios estudios han descrito procedimientos analíticos que emplean diferentes
montajes y celdas de detección con la intención de mejorar la sensibilidad. La adición de
reactivos mediante inyección con jeringa en el luminómetro proporcionando resultados
satisfactorios [144]. Algunas soluciones proponen el mezclado de los reactivos en la
misma celda cuando se estudia una reacción muy rápida [145]. En la mayoría de los
sistemas quimioluminiscentes basados en inyección en flujo, se emplea una celda en
espiral plana con una pieza en T que proporciona buenos resultados [146,147]. En la
celda en fuente, la disolución es conducida a través de una entrada central orientada
perpendicularmente a la superficie óptica plana. El resultante patrón de flujo como una
fuente radia la disolución en un estrecho espacio entre la superficie óptica y el plato
paralelo trasero [148]. También se ha propuesto que la celda se coloque en el interior de
una esfera integradora. La superficie reflectiva interna de la esfera dirige la radiación al
detector, el cual está unido lateralmente a la esfera a través de un agujero [149].

Por otra parte y tal como puede deducirse de la Tabla II.1, las condiciones de
conservación de las muestras difieren de unos autores a otros, y modifican los intervalos
de aplicabilidad de las reacciones quimioluminiscentes. La conservación de muestras es
un problema analítico interesante porque la estabilidad completa para cada constituyente
nunca puede ser alcanzada. Después de la toma de muestra, los métodos de conservación
solamente retardan los cambios químicos y biológicos [1]. La adsorción en las paredes de
los recipientes se produce en muestras almacenadas en condiciones no ácidas y no
refrigeradas. Las muestras deben ser almacenadas sin acidificar pero enfriadas para
preservar la distribución original de las especies [150]. Independientemente de la
temperatura de almacenaje, muchos autores recomiendan la acidificación inmediatamente
después del muestreo si se estudian iones metálicos.

El análisis inmediato se recomienda siempre para el análisis de muestras de aguas.
También se usa un almacenaje breve de la muestra filtrada a temperatura baja. En estos
casos la medida se realiza sin ninguna etapa de acondicionamiento de muestra adicional,
el análisis de aguas embotelladas o de ciertas muestras industriales complejas se realiza
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siguiendo este protocolo. El método de almacenamiento más común para la
determinación de metales en muestras de aguas es la adición de HCl para ajustar el pH
sobre 3. Las muestras previamente filtradas se almacenan en contenedores de plástico
lavados en baño ácido a 4 ºC. El máximo periodo de almacenamiento recomendado y
regulado es de seis meses.

El procedimiento empleado cuando se consideran largos periodos de
almacenamiento (2-3 años) se basa en al adición de ácido nítrico concentrado. Las
muestras son filtradas, acidificadas y almacenadas a 4 ºC en botellas de polietileno
selladas en bolsas de plástico aluminizadas. Los materiales de referencia estándar son
preparados siguiendo este protocolo.

Como puede verse en la Tabla 33, las distintas condiciones experimentales
influyen en los parámetros de los métodos quimioluminiscentes propuestos para el
análisis de metales. Sin embargo, no existe ningún estudio que relacione el efecto del
protocolo de almacenamiento de la muestra sobre la señal quimioluminiscente.

De acuerdo con las consideraciones anteriores, se plantearon diferentes estudios:
- Ensayo de diferentes protocolos de almacenaje: Se estudió la señal

quimioluminiscente directa para el Cr (III), Co(II), Fe(II), Fe(III), Ni(II) y Mn(II) en
función de los protocolos de almacenamiento de muestras: condiciones no acidificadas y
acidificadas con ácidos clorhídrico o nítrico

- Examen de diferentes tratamiento de muestra:
También, ha sido evaluada la influencia del agente enmascarante en la composición

de reactivo o del proceso de tratamiento de muestras para mejorar la selectividad de la
determinación de cromo. Aunque varios iones metálicos catalizan la reacción, la
especificidad para el cromo (III) se logra cuando el ácido etilendiaminotetraácetico
(EDTA) está presente en el medio, como han establecido diversos autores [141,151-154].

En lo referente a la determinación de cromo total se ha establecido el porcentaje de
transformación de Cr(VI) en Cr(III), el efecto de las condiciones de esta etapa de
pretratamiento en la posterior medida y el efecto de las interefencias.

- Diseño de una nueva celda de flujo: Se ensayaron diferentes tipos de celdas de
detección registrando la luz emitida por la oxidación del luminol mediante el peróxido de
hidrógeno en medio básico catalizada por el cromo (III). Los resultados se comparan con
los obtenidos con el procedimiento discontinuo.



Tabla 33: Resumen de determinaciones quimioluminiscentes por inyección en flujo de iones metálicos en muestras de agua
Ref Iones Reacción Etapa

(*)
Consideraciones del método Concentración

(µg/L)
Tipo de muestra

de agua
[155] Mn(II) luminol-H2O2 Sí muestra acidificada con ácido acético-acetato de amonio pH=5.0 Mn: 0.05-0.5 marina
[156] Fe(II) luminol-H2O2 Sí H3PO4 en disoluciones patrón/muestra pH=6 Fe: 10-70 -
[157] Co(II)

Cu(II)
Fe(II)

luminol-H2O2 Sí patrones en 0.01mol/L HCl
fase móvil ácido oxálico pH=4.2

Co: 0.05-4
Cu: 20-200
Fe Semicuant

-

[158] Fe(III) brillante sulfoflavina- H2O2 Sí estándar in 5⋅10-3 mol/L HCl muestra acidificada a pH=5.5 Fe: 0.02-5.6 marina
[159] Fe(III) luminol-H2O2 Sí muestra acidificada con ácido acético-acetato de amonio pH=3.0 Fe(III): 0.005-0.1 oceánica
[160] Cr(VI) luminol-hexaciano ferrato(II) Sí - Cr: 0.04-1 residual
[161] Co(II) ácido gálico-H2O2 Sí muestras con ácido fórmico-formato de amonio pH=3.6 Co: 0.0006-1 referencia y marina
[162] Mn(II) luminol-H2O2 Sí patrones en 0.1mol/L HCl Mn: 0.002-110 referencia, y marina
[163] Fe(II, III) luminol-O2 Sí patrones en HCl a pH=3.5 Fe: 0.001-1 naturales
[164] Fe(II,III) luminol-O2 Sí patrones/muestras en 0.1mol/L HCl Fe: 0.002-0.56 oceánica y marina
[165] Fe(II)

Total Fe
brillante sulfoflavina- H2O2 Sí patrones en HCl muestra adición de tampón acetato (pH=4.4) Fe: 0.05-11 lluvia, potable, río

y costera
[166] Co(II)

Fe(II,III)
pirogalol-H2O2-NaOH, Sí 0.01 mol/L HCl purificado en disoluciones patrón Co: 5-850

Fe: -
estuario

[167] Cr(III)
Fe(II)
Co(II)

luminol - H2O2-ión haluro No con / sin EDTA Cr: 0.005-5.2
Fe: 0.6-56
Co: 0.06-59

-

[168] Co(II)
Mn(II)

luminol -IO4
- No muestras acidificadas con H3PO4  adición de 8-quinolinol

(determinación Mn) y citrato sódico (determinación de Co y Mn)
Co: 0.01-12
Mn: 0.02-9

potable y
contaminada

[153] Cr(III) luminol-H2O2 No 10-4 mol/L EDTA y 3⋅10-4 mol/L H3PO4 en disoluciones
patrón/muestra  10-3 mol/L EDTA añadido a disolución H2O2

Cr: 0.01-6 mineral, potable,
contaminada

[169] Mn(II) TCNQ-O2-OH-EosinY No análisis inmediato (no acidificadas), disol. vesicular DDAB Mn: 4 - 4000 potable
[170] Fe(II)

Mn(II)
luminol-IO4

- No muestras no acidificadas, o-fenantrolina activador (determ. Fe)
TEA enmascarante (determ. Mn)

Fe: 0.003-0.1
Mn: 0.005-0.1

subsuelo
potable

[171] Cr(III) luminol-H2O2 No H3PO4 disoluciones en patrón/muestras (pH=3.7)
10-4 mol/L EDTA, 0.1 mol/L CO3

2- y 0.3 Br- portador (pH=10.8)
Cr: 0.5-500 potable

[172] Cu(II) fenantrolina- H2O2 No patrón  acidificado con HCl a pH=3  muestra acidificada a pH=2 Cu: 0.006-0.45 agua de mar
[173] Cr(III) luminol-H2O2 No 10-3 mol/L EDTA en disoluciones patrón/muestra Cr: 5.2-5200 natural

(*) Etapa de preconcentración
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3.3.1.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Para las medidas, se utilizó el espectrofotómetro de fluorescencia Jasco FP-750. La

emisión de luz se registró a 425 nm, ver Figura II.3b.
Se utilizaron Los siguientes reactivos, de calidad para análisis o puros: nitrato de

cromo(III) (Panreac), peróxido de hidrógeno (Panreac y Merck), luminol (Fluka),
carbonato sódico (Panreac y Merck), bicarbonato sódico (Panreac), hidróxido de sodio
(Probus) y ácido clorhídrico (Merck). Las disoluciones se prepararon en agua nanopure.

Para los procedimientos en estático, la quimioluminiscencia se midió con una celda
de cuarzo con un camino óptico de 1 cm. Las disoluciones patrón o las muestras fueron
inyectadas usando una jeringa digital Hamilton. Para los montajes FI, se usó una bomba
peristáltica Gilson Miniplus para impulsar los reactivos hacia la celda de flujo. La
velocidad de flujo era de 15 mL/min. El bucle tenía un volumen interno de 200 µL. Para
la bomba peristáltica, se empleó tubería Tygon (d.i. = 0.8 mm). El resto de la tubería
consistía en tubería de PTFE de diámetro interno de 0.5 mm. La intensidad de luz emitida
fue registrada en función del tiempo.

- Procedimiento FI
El montaje de inyección en flujo utilizado que se muestra en la Figura 64, es

similar al descrito por Escobar et al. [153]. Los caudales de luminol y H2O2 se mezclaron
primero en el sistema en flujo y después con la muestra, que era insertada en un portador
que consistía en una disolución de EDTA o disolución tampón. La distancia entre la
última unión tipo T y la celda de detección era de 4 cm.

Figura 64: Diagrama esquemático del montaje FI usado para la determinación de cromo
(III)

Las disoluciones empleadas fueron las siguientes: EDTA 0.01 M en 0.04 mol/L de
KOH, luminol 1.2 × 10-3 mol/L en 0.3 mol/L de disolución tampón HCO CO3 3

2− −−
ajustada a pH 10.8 y peróxido de hidrógeno 0.1 mol/L.

Se usaron diferentes celdas en flujo cuyo esquema se muestra en la Figura 65. La
celda de cuarzo convencional (celda A) tenía un camino óptico de 1.5 mm (Hellma,
Alemania). Otras celdas ensayadas consistían en montajes fabricados en el propio
laboratorio de tubería transparente de politetrafluoroetileno cuya longitud era de 50 cm y
con diámetro interno de 0.8 mm. En la celda en hélice (celda B), la tubería fue enrollada
en un soporte de 1.5 cm de longitud y 7.5 mm de diámetro. Las dimensiones de la celda
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H2O2
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Desecho

Instrumento

Detector



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 146 -

en espiral (celda C) fueron de 1 cm de diámetro interno y de 3 cm de diámetro externo.
La celda en nudo (celda D) de dimensiones (1.5 × 1 cm × 1 cm) fue situada en una celda
de plástico.

Figura 65: Diagrama esquemático de los montajes basados en el procedimiento de
inyección en flujo: celda de cuarzo (a), celda en hélice (b), celda espiral (c) y celda en nudo (d)

- Procedimiento en estático
Los montajes estudiados se muestran en la Figura 66. La disolución de reactivos

fue preparada en la celda de cuarzo. Las concentraciones fueron de 4 × 10-4 mol/L de
luminol, 3.3 × 10-2 mol/L de peróxido, 3.3 × 10-3 mol/L de EDTA y 0.1 mol/L de
disolución tampón de HCO CO3 3

2− −−  a pH 10.8. En el montaje E (Figura 66a), las
disoluciones de Cr (III) fueron inyectadas a través del septum con una jeringa y el
mezclado de los reactivos se consiguió con un agitador.

Se empleó un segundo montaje (montaje F, Figura 66b) basado en una bomba
peristáltica como sistema de inyección. La bomba era utilizada para conducir la
disolución de cromo (III) a la celda que contenía la mezcla reactiva mediante la
manipulación de una válvula de inyección. El portador usado fue una corriente de aire
con velocidad de flujo de 5 mL/min.

Figura 66: Diagrama esquemático de los montajes basados en el procedimiento en
estático: manual (a) y portador aire (b).

También se utilizó un montaje automático en estático que permitía el llenado y
vaciado de la celda. El dispositivo conmutador propuesto se muestra en la Figura 67.
Una corriente de aire es empleada como portador para la adición de los reactivos y para la
inyección de la disolución de analito hacia la celda, así como para el drenaje de la
disolución final tras la medida.

La celda de detección es similar a la mostrada en la Figura 66b, pero el tubo
estaba completamente insertado. Las etapas del procedimiento son la adición de los
diferentes reactivos (90 s), medida de la luz emitida (60 s) y extracción de la disolución

(c)(b) (d)

celda cuarzo

(a) jeringa

septum

agitador
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tapa
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presente en la celda de detección (120 s). En esta última etapa, la bomba peristáltica opera
conduciendo la disolución en sentido opuesto.

Figura 67: Diagrama esquemático del montaje propuesto usando aire como portador para
la inyección de los reactivos y de la muestra para la determinación quimioluminiscente de Cr(III).
Para la válvula 1 (V1), el bucle de reactivo se llena en la posición 1 y el aire portador conduce el
reactivo hacia la celda de detección en la posición 2. Para la válvula 2 (V2), el bucle de analito se
llena en la posición 1 y el aire portador conduce la muestra hacia la celda de detección en la
posición 2. La posición 1 de las válvulas está marcada. La línea oscura muestra el flujo de
descarga cuando la bomba vacía la cubeta.

- Disoluciones patrón
En todos los casos, el volumen de inyección fue de 200 µL. La concentración de

patrón de cromo (III) de la disolución madre era 250 mg/L. Las disoluciones de trabajo de
Cr (III) (0 - 50 µg/L) fueron preparadas diariamente por dilución de la anterior
disolución.

Además de las disoluciones unicomponentes de los distintos metales en estudio, se
prepararon diferentes disoluciones bicomponentes y tricomponentes, descritas en la
Tabla 34.

Tabla 34: Descripción de las disoluciones de mezclas de metales
Nomb

re
Cr(III)
(µg/L)

Co(III)
(µg/L)

Cu(III)
(µg/L)

Procedimiento
almacenaje

Procedimiento
análisis

EDTA conc
(mol/L)

s-1 15 10 - ácido estático 3⋅10-3

s-2 27 14.2 - ácido estático 3⋅10-3

s-3 15 25 - ácido estático 3⋅10-3

s-4 45 25 - ácido estático 3⋅10-3

s-5 3 20 - no ácido FI 1⋅10-2

s-6 9 100 - no ácido FI 1⋅10-2

s-7 15 50 - no ácido FI 1⋅10-2

s-8 3 200 - ácido FI 1⋅10-2

s-9 9 100 - ácido FI 1⋅10-2

s-10 15 50 - ácido FI 1⋅10-2

s-11 3 8 50 no ácido FI -
s-12 9 4 20 no ácido FI -
s-13 15 2 10 no ácido FI -
s-14 3 8 50 ácido FI -
s-15 9 4 20 ácido FI -
s-16 15 2 10 ácido FI -

También se prepararon series de disoluciones que contenían dos o tres metales,
descritas en la Tabla 35, para el estudio del efecto de otros metales en la calibración.

bucle reactivo bucle analito

celda
detección

desecho

desecho

analito

reactivo

aire

V1 V2
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Tabla 35: Descripción de las disoluciones de mezclas de metales para calibración
Nombre Cr(III)

(µg/L)
Co(III)
(µg/L)

Cu(III)
(µg/L)

Procedimiento
almacenaje

Procedimiento
análisis

EDTA conc
(mol/L)

c-1 0-80 0-80 - no ácido estático 3⋅10-3

c-2 /c-3 0-15 100 - no ácido / ácido FI 1⋅10-2

c-4 /c-5 9 0-200 - no ácido / ácido FI 1⋅10-2

c-6 /c-7 0-15 4 20 no ácido / ácido FI -
c-8 / c-9 9 0-8 20 no ácido / ácido FI -

c-10 /c-11 9 4 0-50 no ácido / ácido FI -

- Tratamiento de reducción Cr(VI)-Cr(III)
El tratamiento de reducción consistía en calentar la muestra o disolución patrón con

HCl 5×10-3 mol/L o 1×10-3 mol/L y 0.03% de H2O2 a 80ºC durante 30 minutos.
Se prepararon disoluciones patrón de Cr(III) 0-50 µg/L, de Cr(VI) 0-25 µg/L y

mezclas que contenían Cr(III) 25 µg/L - Cr(VI) 5-25 µg/L y Cr(III) 3 µg/L - Cr(VI) 3-15
µg/L. También se realizó un estudio de interferencias preparando las mezclas cuyo
contenido se muestra en la Tabla 36. La emisión de quimioluminiscia era medida antes y
después del tratamiento.

Tabla 36: Disoluciones de los interferentes en el estudio de la reducción Cr(VI) a Cr(III)
Cr(III) (µg/L) 30 o 50 4-13 7 10 10
Interferente Cr(VI) Co(II) Co(II) Cu(II), Mn(II), Ni(II),

Mg(II), Ca(II), Fe(III)
Cl-, Br-, SO4

2-

Contenido (µg/L) 5-5000 80 50-200 1000 1000

- Muestras reales
Se analizó un material estándar de referencia SMR 1640 que corresponde a una

muestra de una agua natural tomada en Clear Creek, CO. Los valores de los elementos
traza están certificados por el instituto nacional de patrones y tecnología de Estados
Unidos (NIST).

Las muestras de agua de río, agua potable y agua contaminada fueron tomadas de
diferentes localizaciones en el área de la ciudad de Valencia (España). Las muestras
fueron filtradas con un filtro de membrana de 0.45 µm. El material empleado había sido
lavado en baño ácido.

Para los cálculos de optimización multivariada (simplex) se empleó un programa
escrito en Visual Basic.

 
Figura 68: Puntos de muestreo para el análisis de cromo (III)
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3.3.1.3.- INFLUENCIA DE PROTOCOLOS DE ALMACENAMIENTO
- Condiciones experimentales óptimas para la oxidación del luminol por

peróxido de hidrógeno catalizada por cromo
El intervalo de valores de las variables estudiado se muestra en la Tabla 37. Fue

establecido basándose en experimentos previos y datos bibliográficos para esta reacción
[141,153]. Los valores de las variables fueron secuencialmente optimizados por el
método univariado y/o simplex [174,175].

Tabla 37: Condiciones experimentales óptimas calculadas a partir de diferentes
estrategias de optimización

Optimización Simplex Optimización univariada
Variable Rango Proced .

FI
Rango Proced .

FI
Rango Proc.

Estático
Conc. Luminol (mol/L) 0 - 0.003 1.19⋅10-3 0 - 0.002 1.2⋅10-3 0 - 0.001 4⋅10-3

Conc. H2O2 (mol/L) 0 - 0.4 0.11 0 - 0.15 0.1 0 - 0.133 0.03
pH 9.5 - 12 10.98 9.8 - 11.6 10.8 8 - 12.5 10.85

Conc. tampón (mol/L) - - 0.1 - 0.5 0.3 0.025 - 0.5 0.1
Volumen Inyección (mL) - - 100 - 500 200 100 - 500 200
Velocidad flujo (mL/min) - - 10 - 16 15 - -

Distancia unión T-celda (cm) - - 3 - 6 4 - -

El registro intensidad quimioluminiscente-tiempo para la reacción catalizada por el
cromo (III) cambió con el pH de la disolución tampón, como puede verse en la Figura 69
para el procedimiento en estático. A pH bajo, el pico era pequeño y ancho con una larga
cola. A pH alto, el pico era alto y estrecho. La máxima respuesta (área de pico y altura de
pico) fue obtenida en el intervalo 10.7 - 10.9. La Tabla 37 muestra la condiciones
óptimas elegidas.

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

tiempo (s)

8.00

9.00

10.00

11.00

12.00

pH

Figura 69: Efecto del pH en la intensidad quimioluminiscente relativa en función del
tiempo, registrado usando un procedimiento en estático manual. La línea discontinua indica el
máximo de intensidad quimioluminiscente para cada pH.

Para el simplex inicial se escogió luminol 2.5×10-4 mol/L, peróxido de hidrógeno
0.025 mol/L y pH = 10 para el procedimiento FI. Después de 22 experimentos, se alcanzó
el óptimo que se confirmó mediante exploración univariada. La Tabla 37 muestra los
resultados obtenidos.
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Las concentraciones óptimas de reactivos para el análisis en flujo fueron
aproximadamente tres veces las correspondientes al análisis discontinuo, como puede
verse en la Tabla 37. Esta proporción está relacionada con el factor de disolución de los
reactivos en el montaje en flujo (ver Figura 64).

Diversos autores han propuesto el uso de diferentes concentraciones de EDTA
para enmascarar iones interferentes en la determinación de Cr(III) en aguas. Se estudió la
señal de patrones preparados en agua nanopura, para diferentes metales en el intervalo (0-
1000 µg/L). Se consideró los niveles máximos para metales en agua fijados por las leyes
específicas: 200 µg/L de Fe, 20 µg/L de Ni, 2 mg/L de Cu y 50 µg/L de Cr (Directiva
europea 98/83/EC). En la Tabla 38 se muestra la composición en elementos traza del
SMR© 1640 como ejemplo de la composición de un agua natural.

Tabla 38: Composición del material estándar de referencia SMR 1640: Agua natural

Elemento µg/Kg Elemento µg/Kg Elemento µg/Kg
Aluminio 52.0 ± 1.5 Cobalto 20.28 ± 0.31 Cobre 34.3 ± 1.6

Antimonio 13.79 ± 0.42 Hierro 34.3 ± 1.6 Litio 27.89 ± 0.14
Arsénico 26.67 ± 0.41 Plomo 27.89 ± 0.14 Níquel 27.4 ± 0.8

Bario 148.0 ± 2.2 Manganeso 121.5 ± 1.1 Potasio 994 ± 27
Berilio 34.94 ± 0.41 Molibdeno 46.75 ± 0.26 Rubidio 2.00 ± 0.02
Boro 301.1 ± 6.1 Selenio 21.96 ± 0.51 Cinc 53.2 ± 1.1

Cadmio 22.79 ± 0.96 Plata 7.62 ± 0.25 Calcio 7.045 ± 0.089
Cromo 38.6 ± 1.6 Estroncio 124.2 ± 0.7 Magnesio 5.819 ± 0.056

Vanadio 12.99 ± 0.37 Silicio 4.73 ± 0.12
Sodio 29.35 ± 0.31
Talio <0.1

* Información fracción másica

La Figura 70 muestra el efecto de la concentración de EDTA en la intensidad de
quimioluminiscencia para el procedimiento en estático. Los iones Fe(III), Fe(II) y Co(II)
producen una interferencia positiva a los niveles ensayados que decrece con el
incremento de la concentración de EDTA. El Cr(VI) no da ninguna interferencia en la
concentración entre 1 µg/L y 5 mg/L. Los niveles de tolerancia de cada interferente en la
determinación de cromo (10 µg/L) son 25 µg/L de Co(II), 350 µg/L de Fe(II) y 1000
µg/L de Fe(III).

Figura 70: Efecto de la concentración de EDTA en la altura de pico para diferentes iones
metálicos: 10 µg/L Cr(III), 25 µg/L Co(II), 350 µg/L Fe(II) y 1000 µg/L Fe(III)
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Las señales del Ni(II) y Mn(II) fueron inferiores al límite de detección en el
procedimiento en flujo en ausencia de EDTA. La emisión quimioluminiscente de Fe(II) y
Fe(III) fue únicamente cuantificable para concentraciones superiores al valor límite. Por
lo tanto, sería necesario el uso de una etapa de preconcentración para la determinación de
estos metales. Cr(III), Co(II) y Cu(II) proporcionaron la señal suficiente para su
determinación directa.

Se estudió la adición de EDTA como agente enmascarante en la disolución de
portador o en la muestra para que el complejo EDTA-metal se formara en el sistema FI o
antes de la inyección, respectivamente. La señal del cobalto decrecía drásticamente, un
factor aproximado de 500 veces.  En estas condiciones no se detectó la señal para el cobre
y la correspondiente a Cr(III) no se modificó excesivamente.

- Señal quimioluminiscente de muestras no acidificadas
La señal (S) puede ser descrita como una función de la concentración del metal

(cM) como S = a cM
b, donde a y b son constantes. Se obtiene una línea recta para la

representación doble logarítmica, log S = log a + b log cM. Para bajas concentraciones se
pueden establecer las rectas de calibrado S = b0 + b1⋅ cM.

Tabla 39: Parámetros analíticos para la determinación de Cr(III), Co(II) y Cu(II)
muestras no acidificadas en FIA: (a) doble logarítmica y (b) lineal

(a) sin
EDTA

EDTA
en muestra

EDTA
en portador KOH (a)

EDTA
en portador tampón(b)

EDTA (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) log a 1.82±0.06 2.4±1.7 1.5±0.6 2.2±1.5 1.84±0.03 1.9±0.7 2.32±0.03
a 66±9 247±54 32±4 163±34 69±5 99±6 211±16
b 1.32±0.06 0.4±0.1 1.14±0.06 0.65±0.09 1.16±0.03 0.95±0.03 0.92±0.04
R2 0.977 0.7086 0.9846 0.8284 0.9907 0.9926 0.985
n, syx 4, 0.0135 3, 0.208 3, 0.1090 4, 0.202 4, 0.0763 3, 0.0625 4, 0.1466

Co(II) log a 3.0±0.1 -0.6±1.2 -0.7±1.7 0.44±0.16 0.8±0.4 1.5±0.7 1.0±0.3
a 1009±121 0.27±0.06 0.21±0.02 2.7±1.0 6.8±2.6 32±5 10±2
b 0.70±0.08 1.53±0.05 1.51±0.02 1.08±0.08 0.82±0.08 0.62±0.03 0.86±0.04
R2 0.8941 0.9919 0.9442 0.9502 0.9112 0.9821 0.9825
n, syx 4, 0.1373 3, 0.0887 3, 0.162 4, 0.1406 4, 0.1466 3, 0.053 4, 0.065

Cu(II) log a 2.45±0.04 - - - - - -
a 265±34 - - - - - -
b 0.69±0.04 - - - - - -
R2 0.9809 - - - - - -
n, syx 4, 0.0682 - - - - - -

(b) sin
EDTA

EDTA
en muestra

EDTA
en portador KOH (a)

EDTA
en portador tampón(b)

EDTA (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) b0 108±77 115±50 -9±17 45±49 -17±32 30±19 6±44
b1 155±8 51±6 47±2 69±5 105±3 85±2 176±4
R2 0.9647 0.8943 0.9816 0.9327 0.9868 0.9937 0.9913
n, syx 5, 172.3 4, 111.6 4, 38.54 5, 110.62 5, 72.47 4, 42.62 5, 97.98

Co(II) b0 251±190 2.4±23 22±13 -19±33 19±18 87±31 37±17
b1 553±39 3.1±0.3 1.8±0.2 4.2±0.3 2.71±0.15 4.1±0.3 4.64±0.12
R2 0.9396 0.9166 0.9606 0.949 0.9604 0.9648 0.9899
n, syx 5, 425.76 3, 43.23 3, 103.35 5, 74.24 5, 41.79 4, 66.78 5, 35.56

Cu(II) b0 98±38 - - - - - -
b1 111±3 - - - - - -
R2 0.9972 - - - - - -
n, syx 5, 58.61 - - - - - -

(a) 0.02 mol/L KOH  
(b) 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH=10.8)
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La Tabla 39 muestra los parámetros de calibración doble logarítmico o potencial y
lineal para diferentes condiciones experimentales ensayados en el montaje FI con la celda
en espiral y usando la altura de pico como señal analítica. Los límites de detección
alcanzados, calculados como relación señal-ruido, eran del orden de 0.5-2 µg/L, que son
similares a los proporcionados por absorción atómica electrotérmica.

La sensibilidad de la determinación de Cr(III) disminuyó cuando se utilizó EDTA
0.01 mol/L en la disolución portadora o si se adiciona el agente complejante directamente
a la muestra para las dos condiciones ensayadas 10-3 mol/L y 5⋅10-3 mol/L. El cobalto
reduce drásticamente su sensibilidad en presencia de EDTA y la señal del cobre
desaparece.

Para el procedimiento en estático y en presencia de EDTA 3⋅10-3 mol/L, las rectas
de calibrado se muestran en la Tabla 40. El montaje para inyección en flujo adaptado al
fluorímetro empleado para las medidas en estático proporcionó la ecuación de calibrado:
(0.07 ± 0.05) + (0.30 ± 0.02) ⋅ cM con r2=0.997 y syx=0.07. Si se comparan las dos
pendientes, la pérdida de sensibilidad en el montaje FI sería del 55 %.

Tabla 40: Parámetros analíticos para patrones no acidificados mediante procedimiento en
estático

Metal Metal adicionado bo ± sb0 b1 ± sb1 syx R2 n
Cr - 0.3 ± 0.6 0.75 ± 0.05 1.2 0.97 8
Co - -0.2 ± 0.7 0.24 ± 0.01 0.9 0.99 5
Co - -0.2 ± 1 0.27 ± 0.01 3 0.99 8
Co - -0.2 ± 0.6 0.26 ± 0.01 0.8 0.996 4
Cr 80 µg/L Co 19 ± 3 0.85 ± 0.11 3 0.98 3
Cr 100 µg/L Co 30.5 ± 0.3 0.77 ± 0.02 0.3 0.999 3
Cr 200 µg/L Co 53.1 ± 0.8 0.68 ± 0.16 3 0.95 3
Co 10 µg/L Cr 7 ± 2 0.32 ± 0.02 4 0.98 6
Co 20 µg/L Cr 16 ± 2 0.26 ± 0.02 3 0.98 5
Co 20 µg/L Cr 15 ± 2 0.24 ± 0.04 2 0.97 3
Co 40 µg/L Cr 39 ± 3 0.23 ± 0.04 3 0.94 4

- Señal quimioluminiscente de muestras almacenadas en HCl
La calibración en condiciones ácidas fue evaluada para una concentración de HCl

de 5 × 10-3 mol/L. Sin EDTA, las sensibilidades obtenidas para el Cr(III), Co(II) y Cu(II)
fueron similares que en condiciones no ácidas. La adición de EDTA en el portador o en la
muestra como agente enmascarante también fue estudiada. En la Tabla 41 se exponen los
parámetros de calibración para las diferentes condiciones.

Las sensibilidades alcanzadas son del mismo orden que las obtenidas en las
condiciones anteriores  tanto para el sistema en flujo como para el procedimiento en
estático utilizando cualquiera de los fluorímetros.

- Señal quimioluminiscente de muestras almacenadas en HNO3
Se evaluó la emisión quimioluminiscente en condiciones ácidas drásticas 0.5 mol/L

de HNO3. En la Tabla 42 se exponen los parámetros de calibración en ausencia de
EDTA, para el montaje en flujo empleando la celda espiral. Como puede observarse son
inferiores a las medidas anteriores. Los límites de detección para una relación señal-ruido
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de 3 fueron 3, 3.5 y 10 µg/L para Cr, Co y Cu. En presencia de EDTA y para el Cr(III), se
obtuvo la misma sensibilidad.

Para el procedimiento en estático es necesario neutralizar la muestra. Los
resultados óptimos se obtuvieron con una concentración de Na2CO3 de 0.2272 mol/L
considerando una dilución 7/10 de la muestra. Las rectas de calibrado obtenidas son y = (-
0.4 ± 0.2) + (0.38 ± 0.01) cCr  (r2= 0.99,  syx = 1.5) and y = (-0.2 ± 0.2) + (0.54 ± 0.01) cCo
(r2= 0.99, syx = 1).

Tabla 41: Parámetros analíticos para la determinación de Cr(III), Co(II) y Cu(II)
muestras acidificadas con HCl en FIA: (a) doble logarítmico y (b) lineal

(a) sin
EDTA

EDTA
en muestra

EDTA
en portador KOH (a)

EDTA
en portador tampón(b)

EDTA (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

log a 2.31±0.02 1.2±0.3 1.3±0.5 2.3±0.8 2.1±1.1 2.1±0.9 2.5±1.6
Cr(III) a 203±8 18±2 22±3 191±7 129±13 144±9 334±39

b 0.88±0.02 1.43±0.05 1.50±0.06 0.88±0.01 0.89±0.04 0.89±0.03 0.78±0.05
R2 0.9958 0.9913 0.9870 0.9963 0.9747 0.9914 0.9574
n, syx 4, 0.0383 3, 0.217 3, 0.1312 4, 0.0366 4, 0.0979 4, 0.0628 4, 0.1122

Co(II) log a 2.99±0.03 1.0±0.7 -(0.8±1.4) 1.5±1.3 0.7±0.6 0.9±0.2 1.4±0.3
a 976±78 11±5 0.17±0.04 30±20 6±4 9±1 25±2
b 0.81±0.05 1.04±0.09 1.63±0.06 0.92±0.14 1.14±0.15 0.88±0.02 0.718±0.017
R2 0.9621 0.9442 0.9914 0.8154 0.8595 0.9948 0.9939
n, syx 4, 0.0916 3, 0.162 3,0.0972 4, 0.252 4, 0.263 4, 0.041 4, 0.0319

Cu(II) log a 3.06±0.04 - - - - - -
a 1276±146 - - - - - -
b 0.30±0.03 - - - - - -
R2 0.8783 - - - - - -
n, syx 4, 0.0744 - - - - - -

(b) sin
EDTA

EDTA
en muestra

EDTA
en portador KOH (a)

EDTA
en portador tampón(b)

EDTA (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) b0 71±30 -15±22 -80±56 60±22 69±48 39±19 153±137
b1 144±3 54±3 90±6 140±2 93±5 106±2 184±14
R2 0.9938 0.9773 0.9528 0.9966 0.9629 0.9963 0.9368
n, syx 5, 68.16 4, 49.72 4, 126.41 5, 48.91 5, 108.95 4, 42.82 5, 275.59

Co(II) b0 374±184 79±55 -10±26 253±170 83±41 31±9 66±12
b1 613±37 11.1±0.8 3.4±0.4 16±2 9.6±0.6 5.33±0.13 6.55±0.18
R2 0.85354 0.9606 0.9095 0.987 0.9701 0.9955 0.9953
n, syx 5, 411.12 3, 103.35 3, 49.57 3, 274.98 3, 77.97 3, 16.56 3, 20.27

Cu(II) b0 483±389 - - - - - -
b1 131±27 - - - - - -
R2 0.8185 - - - - - -
n, syx 3, 606.64 - - - - - -

(a) 0.02 mol/L KOH 
(b) 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH=10.8)

Tabla 42: Parámetros analíticos para la determinación de Cr(III), Co(II) y Cu(II)
muestras en HNO3 en FIA

doble logarítmico lineal
Cr(III) Co(II) Cu(II) Cr(III) Co(II) Cu(II)

log a 2.6±1.6 2.8±1.6 2.6±1.6 b0 513±29 484±48 579±15
a 455±44 678±43 367±38 b1 60±3 130±10 9.1±0.5
b 0.39±0.05 0.35±0.04 0.26±0.03 R2 0.9619 0.9296 0.9717
R2 0.8799 0.8816 0.9143 n, syx 5, 66.33 5, 108.63 4, 31.80
n, syx 4, 0.0932 4, 0.0733 3, 0.040
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- Evaluación de la aplicabilidad
La Figura 71 muestra la señal que se obtiene para las diferentes condiciones

estudiadas utilizando el montaje en FI. Si bien la señal quimioluminiscente de cada metal
es función del procedimiento de almacenaje y de la presencia de agente enmascarante este
influencia es pequeña para el caso del Cr(III). Por lo que controlando las condiciones, es
posible incrementar la especificidad de la determinación de Cr minimizando las señales
de Co y Cu. No se necesitó la neutralización para el procesado de las disoluciones
almacenadas en las diferentes opciones ensayadas. Por tanto, la adecuada selección de las
condiciones experimentales permite la determinación selectiva para Cr(III) o la
evaluación conjunta de Cr, Co y Ni.
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Figura 71: Señal relativa para las diferentes condiciones experimentales 1: sin
acondicionamiento; 2: HCl 5·10-3; 3: HNO3 0.5; 4: EDTA 10-2; 5: EDTA 10-2 y HCl 5·10-3; 6:
EDTA 5·10-3; 7: EDTA 5·10-3 y HCl 5·10-3; 8: EDTA 10-2 (portador) en KOH; 9: EDTA 10-2

(portador) tamponado; 10: EDTA 5·10-3 (portador), en KOH; 11: EDTA 5·10-3 (portador),
tamponado; 12: EDTA 10-2 (portador) en KOH y HCl 5·10-3; 13: EDTA 10-2 (portador)
tamponado y HCl 5·10-3; 14: EDTA 5·10-3 (portador) en KOH y HCl 5·10-3; 15: EDTA 5·10-3

(portador) tamponado y HCl 5·10-3. Unidades de concentración: mol/L

Se realizaron diferentes experiencias para estudiar dicha señal quimioluminiscente
total. El objetivo era comprobar la aditividad de las señales en las diferentes condiciones.
Se analizaron mezclas binarias y ternarias de metales preparadas en condiciones ácidas y
no ácidas mediante el método FI (Tabla 34).

La Figura 72 muestra el porcentaje de recuperación obtenido para las mezclas.
Como puede observarse la señal de la mezcla de metales puede ser calculada como suma
de señales individuales.

Se prepararon diferentes mezclas de calibración donde se variaba la concentración
de un metal manteniendo constante la concentración de uno o dos metales distintos,
Tabla 35. En todos los casos, un test t demostró que no existían diferencias entre las
pendientes resultantes y las pendientes para la calibración individual para un nivel de
significación del 95 %.
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Figura 72: Porcentajes de recuperación de la señal para distintas disoluciones mezclas de
metales. Las barras de error representan 3s de las réplicas

Se estudió la señal que originaba el material de referencia SMR 1640, agua natural
conservada en condiciones ácidas (HNO3 0.5 mol/L). El contenido en elementos
metálicos es del orden de 7-1000 µg/L, como se muestra en la Tabla 38. Se analizó por el
procedimiento en estático adicionando carbonato previamente y por el modo FI. Se
evaluaron las distintas condiciones comparando la señal proporcionada por mezclas
patrón de los metales. Se lograron buenos porcentajes de recuperación de la señal como
puede observarse en la Figura 73. Únicamente contribuían significativamente a la señal
total el Cr y el Co.

0
20

40
60

80
100
120

140

si
n 

ED
TA

ED
TA

ED
TA

ED
TA

si
n 

ED
TA

%
 re

cu
pe

ra
ci

ón

FI
sin acidif icar

FI
adición HCl

FI
adición HNO3 

FI
adición HNO3 

estático
adición HNO3 

Figura 73: Porcentajes de recuperación de la señal para el material de referencia
certificado comparado con mezclas patrón para diferentes condiciones experimentales. Las
barras de error representan 3s de las réplicas

Estos resultados validan la exactitud de los diferentes protocolos que se pueden
desarrollar, que pueden ir dirigidos a la estimación del Cr o a la determinación
multicomponente en ausencia de agente enmascarante.
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3.3.1.4.- REDUCCIÓN PREVIA DE CROMO (VI) A CROMO (III)
Si bien es interesante la especiación de Cr(III)-Cr(VI) [142,176-181], actualmente

la monitorización de metales en muestras de agua está basada en contenidos totales
siguiendo la legislación vigente. Por tanto, se debe practicar un tratamiento previo a las
mediciones para transformar todas las especies metálicas a su forma medible. Para el
análisis de cromo se ha descrito una reducción del Cr(VI) a Cr(III) con H2O2 en
condiciones ácidas y T = 80 ºC. De modo que esta etapa puede también influir sobre las
condiciones de la muestra y la medida.

La Tabla 43 recoge los parámetros de regresión doble logarítmica obtenidos para
calibrados de Cr(III) sin tratamiento de reducción y para calibrados de Cr(VI) con
tratamiento de reducción. Se muestran los resultados empleando diferentes
concentraciones de ácido y reactivos.

Se observa que el porcentaje de transformación del Cr(VI) en Cr (III) es completo,
obtienéndose mejores señales analíticas cuando se emplea una concentración de peróxido
0.03 % y una concentración de HCl de 5×10-3 mol/L. Respecto a la calidad de los
reactivos, los mejores registros se obtuvieron empleando HCl puro en trazas y Na2CO3
(p.a.).

Tabla 43: Parámetros de calibración doble logarítmica para diferentes reactivos
HCl

(mol/L)
Tipo de reactivos a±sa b±sb syx r2

Cr(III) - HCl (t.p.) Na2CO3 (p.a.) 1.70±0.07 1.06±0.07 0.04 0.990
Cr(VI) 1×10-3 HCl (p.a.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.000±0.004 1.113±0.004 0.02 0.992
Cr(VI) 5×10-3 HCl (p.a.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 1.637±0.019 1.77±0.02 0.03 0.995
Cr(VI) 1×10-3 HCl (t.p.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.17±0.03 1.07±0.03 0.9 0.975
Cr(VI) 5×10-3 HCl (t.p.), NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.274±0.009 1.080±0.010 0.015 0.997
Cr(VI) 1×10-3 HCl (t.p.) Na2CO3(p.a.) 1.576±0.012 1.403±0.013 0.02 0.997
Cr(VI) 5×10-3 HCl (t.p.) Na2CO3(p.a.) 1.927±0.008 1.314±0.009 0.014 0.998

También se procesaron mezclas de Cr(III) y Cr(VI) usando el procedimiento de
reducción para evaluar la determinación de cromo total. En la Figura 74 se representan la
señal de las disoluciones de Cr(VI) y disoluciones mezclas de Cr(III) y Cr(VI) después de
la etapa de reducción empleando diferentes concentraciones de HCl.

Las curvas de calibración obtenidas solapaban perfectamente. Por lo tanto, el
rendimiento de la transformación es del 100 % y la determinación de cromo total está
garantizada.
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Figura 74: Curva de calibración para disoluciones de Cr(VI) y disoluciones mezclas de
Cr(III) y Cr(VI) para distintas concentraciones de HCl en la etapa de reducción

Se calculó la precisión y exactitud para disoluciones patrón que contenían
diferentes concentraciones de Cr(III), Cr(VI) y Cr total. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 44.

Tabla 44: Precisión y exactitud en la predicción de las mezclas de Cr(VI) y Cr(III)
Cr HCl (mol/L) RSD % Er

conc (µg/L) 5 10 15 5 10 15
Cr(III) - 17 13 12 0.9 4 1.4
Cr(VI) 1×10 -3 4 3 5 1.3 3 2
Cr(VI) 5×10 -3 3 1.3 2 2 7 5

conc (µg/L) 30 35 50 30 35 50
Total 1×10 -3 6 4 2 0.3 1.2 4
Total 5×10 -3 5 3 1.8 0.4 0.11 1.2

Por otra parte, puede realizarse la especiación de cromo (Cr(III)-Cr(VI)) presente
en una muestra. La medida de la señal quimioluminiscente sin etapa de reducción
proporciona el contenido en cromo (III). Cuando se aplica el pretratamiento de reducción,
la concentración de cromo total se calcula como suma del cromo (III) inicial y del cromo
(VI) transformado.

Se evaluó el efecto de interferentes en la etapa de reducción y de medida
estudiando la presencia de otros iones metálicos o aniones en las muestras. Para ello se
aplicó el procedimiento a las disoluciones mostradas en la Tabla 36. Se comprobó que la
presencia de Cr(VI) no afectaba a la determinación directa de Cr(III) cuando se
encuentraba en niveles inferiores a 100 mg/L (> 200 veces el nivel normal). El cobalto
actuaba como interferente tanto en la determinación de Cr(III) como la de cromo total
cuando las condiciones de EDTA y pH no están controladas. No se observaba ninguna
influencia de Mn(II), Ni(II), Mg(II), Ca(II), Fe(III), Cu(II), Cl-, Br- y SO4

2-.
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3.3.1.5.- DISEÑO DE UNA NUEVA CELDA DE FLUJO
- Comparación de resultados de la celda en nudo con otras celdas de flujo
Los diferentes reactivos y el analito fueron conducidos a las diferentes celdas de

flujo con el montaje descrito en la Figura 64. Las celdas de detección probadas fueron:
en nudo, de cuarzo, en hélice y en espiral (Figura 65). En la Figura 75 se pueden ver los
picos FI registrados para los diferentes montajes. Para que la celda de detección esté bien
diseñada, el tiempo de permanencia de la especie quimioluminiscente en la celda de flujo
debe ser mayor o igual que el tiempo de emisión de luz La celda de flujo de cuarzo
comercial no cumplía con esta condición mientras que las celdas hechas en el laboratorio
satisfacían este requisito.
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Figura 75: (a) Intensidad quimioluminiscente (unidades arbitrarias) en función del tiempo:

celda de flujo de cuarzo (A), celda de flujo en hélice (B), celda de flujo en espiral (C), celda de
flujo en nudo (D), estático manual (E) y estático automático (F)

Los gráficos de calibración fueron registrados desde 0.5 a 50 µg/L de Cr (Figura
76). La señal (S) puede ser descrita como una función de la concentración de analito S = a
cCr(III)

b, donde a y b son constantes. Se obtiene una línea recta para la representación doble
logarítmica, log S = log a + b log cCr(III).

(a)

0

10

20

30

40

0 10 20 30 40 50
Cr3+ (µ g/L)

al
tu

ra
 d

e 
pi

co

E
D
F

A

B

C

(b)

0

25

50

75

100

0 10 20 30 40 50
Cr3+ (µ g/L)

ár
ea

 d
e 

pi
co

E
D

F

A

B

C

Figura 76: (a) Altura de pico y (b) área de pico en función de la concentración de Cr(III):
celda de flujo de cuarzo (A), celda de flujo en hélice (B), celda de flujo en espiral (C), celda de
flujo en nudo (D), estático manual (E) y estático automático (F)
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En la Tabla 45 se dan las ecuaciones de calibración empleando altura de pico y
área de pico de la señal quimioluminiscente como señales analíticas. Se utilizó el mismo
equipo para el montaje en flujo y en estático.

Se realizó un test t para comparar las pendientes de cada celda respecto la celda en
nudo. En todos los casos, las pendientes, relacionadas con el parámetro b, eran iguales a
un nivel de significación del 99 % para todos los montajes, independientemente del uso
de altura de pico o área de pico. La magnitud de la ordenada, relacionada con el log a,
define el orden de los montajes con respecto a sus sensibilidades relativas. La celda de
detección en nudo proporciona mejores ordenadas que la obtenidas con el resto de celdas
de flujo.

Las aproximaciones lineal (S = b0 + b1 cCr(III)) y polinomial (S = b0 + b1 cCr(III) + b1
2

)( IIICrc )  también fueron probadas como modelos de calibración (ver Tabla 45). La
calibración lineal fue aplicada al intervalo 0 - 10 µg L-1 y la calibración polinómica al
intervalo 0 - 50 µg L-1. La raíz de cuadrados medios de los errores de calibración (rmsec,
root mean squared errors of calibration) se utilizó para comparar los modelos de
calibración.

Se obtuvieron valores rmsec similares para la regresión doble logarítmica o
polinómica cuando la altura de pico es la señal analítica. Si el área pico es la señal
analítica, se obtuvieron mejores modelos usando regresión polinómica. La regresión
lineal proporcionó valores rmsec más bajos porque se consideró un intervalo de
concentraciones menor.

También fue probada la calibración inversa (concentración frente señal). Los
resultados obtenidos para los diferentes modelos de calibración aparecen en la Tabla 46.
Se obtuvieron valores rmsec similares para los modelos inversos potencial, polinomial y
lineal.

Como puede observarse en las Tablas 45 y 46 y en la Figura 75, la celda de
detección en nudo proporcionó mejores señales que el resto de las celdas en flujo. La
celda en nudo era 50 % más efectiva que las celdas en espiral o en hélice. La celda de
cuarzo fue la peor como se preveía y se mencionó previamente. La capacidad de
predicción de los modelos de regresión fue mejor o similar al resto de celdas de flujo.

Otras figuras de mérito de la determinación de Cr(III) están dados en la Tabla 45:
límite de detección, desviación estándar relativa intradía y desviación estándar relativa
interdía. El límite de detección fue calculado como la concentración necesaria para
generar un cociente señal-ruido de tres. El mejor límite de detección fue obtenido para la
celda en nudo, como puede verse en la Tabla 45. Esto es consistente con el hecho que el
mejor valor de a la proporcionó esta celda. La repetibilidad y la reproducibilidad fueron
obtenidos a partir de cuatro réplicas y fue ligeramente mejor cuando se utilizaba la altura
de pico. Se realizó un test F para comparar las varianzas de cada celda de flujo respecto a
la celda en nudo. En todos los casos, las varianzas fueron iguales a un nivel de
significación del 99 %.
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Tabla 45: Parámetros analíticos para los diferentes montajes y diferentes métodos de
regresión usando regresión directa: (a) altura de pico y (b) área de pico. R2: coeficiente de
correlación, se: desviación estándar de la regresión y rmsec: raíz de los cuadrados medios de los
errores de calibración, RSD: desviación estándar relativa

 (a) celdas de flujo proced. estático
cuarzo hélice espiral nudo jeringa bomba

Regresión log a -1.23 ± 0.06 -0.71 ± 0.07 -0.67 ± 0.04 -0.25 ± 0.05 -0.19 ± 0.03 -0.48 ± 0.09
doble a 0.06 ± 0.02 0.19 ± 0.03 0.22 ± 0.02 0.57 ± 0.06 0.64 ± 0.04 0.33 ± 0.07

logarítmica b 1.00 ± 0.05 1.18 ± 0.06 1.22 ± 0.04 1.04 ± 0.04 1.03 ± 0.02 1.08 ± 0.07
o R2 0.98 0.99 0.995 0.992 0.997 0.972

potencial se 0.06 0.07 0.05 0.05 0.03 0.09
rmsec 2.63 2.71 1.58 1.74 1.77 2.1

b0 0.04 ± 0.03 0.07 ± 0.11 0.07 ± 0.05 -0.11 ± 0.18 0.13 ± 0.18 0.27 ± 0.12
Regresión b1 0.05 ± 0.02 0.24 ± 0.02 0.30 ± 0.02 0.68 ± 0.04 0.66 ± 0.03 0.33 ± 0.02

lineal R2 0.98 0.984 0.997 0.99 0.992 0.99
se 0.03 0.14 0.07 0.34 0.28 0.15

rmsec 0.48 0.46 0.18 0.38 0.32 0.35
b0 0.14 ± 0.01 -0.1 ± 0.4 -0.9 ± 0.3 1.1 ± 0.9 0.65 ± 0.17 1.6 ± 1.6

Regresión b1 0.023 ±
0.002

0.242 ±
0.006

0.515 ±
0.005

0.377 ±
0.014

0.507 ±
0.002

-0.04 ± 0.02

polinomial b2 ⋅ 103 0.9 ± 0.2 4 ± 3 -1 ± 2 6 ± 5 5 ± 1 12 ± 10
R2 0.992 0.99 0.992 0.99 0.998 0.97
se 0.1 1.0 0.9 1.5 0.6 2.0

rmsec 2.23 1.58 1.48 1.94 0.74 2.9
LD 1.05 0.7 0.7 0.4 0.2 0.6

RSDintra 4.7 4.3 4.2 4.9 5.8 5.4
RSDinter 12.1 13.0 12.4 12.3 11.5 12.7

(b) celdas de flujo proced. estático
cuarzo hélice espiral nudo jeringa bomba

Regresión log a 0.07 ± 0.05 0.1 ± 0.09 -0.88 ± 0.05 -0.39 ± 0.06 -0.39 ± 0.06 0.04 ± 0.03
doble a 1.17 ± 0.13 1.25 ± 0.25 0.13 ± 0.02 0.41 ± 0.06 0.41 ± 0.05 1.11 ± 0.08

logarítmica b 1.09 ± 0.04 1.08 ± 0.07 1.03 ± 0.04 1.24 ± 0.05 1.32 ± 0.05 1.13 ± 0.03
o R2 0.992 0.97 0.99 0.991 0.993 0.997

potencial se 0.05 0.09 0.05 0.06 0.06 0.03
rmsec 2.07 1.95 1.86 1.34 2.13 3.77

b0 0.06 ± 0.12 -0.04 ± 0.48 -0.35 ± 0.49 -0.35 ± 0.94 -0.51 ± 1.14 -0.09 ± 0.97
Regresión b1 0.14 ± 0.02 0.64 ± 0.08 0.81 ± 0.08 1.55 ± 0.15 1.56 ± 0.19 1.53 ± 0.16

lineal R2 0.94 0.96 0.97 0.97 0.96 0.97
se 0.16 0.62 0.63 1.21 1.48 1.25

rmsec 0.88 0.75 0.6 0.6 0.73 0.64
b0 0.27 ± 0.03 -0.37 ± 2.11 -3 ± 3 0 ± 3 1 ± 3 5 ± 5

Regresión b1 0.08 ± 0.02 0.64 ± 0.03 1.38 ± 0.04 1.28 ± 0.04 1.01 ± 0.04 0.3 ± 0.7
polinomial b2 ⋅ 103 1.7 ± 0 10.1 ± 0.2 0.1 ± 0.2 12.2 ± 0.2 15.6 ± 0.2 32.2 ± 0.3

R2 0.994 0.991 0.991 0.996 0.995 0.93
se 0.3 2.3 2.7 2.6 2.6 10.8

rmsec 1.61 1.4 1.58 1.07 1.28 4.79
LD 1.0 0.6 0.6 0.3 0.2 0.3

RSDintra 4.6 4.0 4.7 5.5 5.1 6.5
RSDinter 13.9 14.4 14.8 14.7 13.3 13.9

La celda en nudo posibilitó el registro de la mayoría de la emisión de luz debido a
la buena relación entre volumen y superficie de la celda de detección. Estas
características mejoran el acoplamiento de la celda de detección en flujo y la óptica del
detector fue un espectrofotómetro de fluorescencia convencional comercial.



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 161 -

Tabla 46: Parámetros analíticos para los diferentes montajes y diferentes métodos de
regresión usando regresión inversa: (a) altura de pico y (b) área de pico. R2: coeficiente de
correlación, se: desviación estándar de la regresión y rmsec: raíz de los cuadrados medios de los
errores de calibración, RSD: desviación estándar relativa

(a) celdas de flujo proced. estático
cuarzo hélice espiral nudo jeringa bomba

Regresión log a 1.23 ± 0.02 0.61 ± 0.03 0.55 ± 0.02 0.24 ± 0.04 0.19 ± 0.02 0.46 ± 0.05
doble a 16.93 ± 0.91 4.08 ± 0.31 3.53 ± 0.18 1.75 ± 0.14 1.55 ± 0.08 2.91 ± 0.36

logarítmica b 0.98 ± 0.05 0.84 ± 0.04 0.81 ± 0.02 0.96 ± 0.03 0.97 ± 0.02 0.9 ± 0.06
o R2 0.98 0.99 0.995 0.992 0.997 0.97

potencial se 0.06 0.06 0.04 0.04 0.03 0.08
rmsec 2.57 2.39 1.6 1.85 1.7 2.41

b0 -0.58 ± 0.52 -0.2 ± 0.47 -0.21 ± 0.18 0.22 ± 0.37 -0.2 ± 0.3 -0.8 ± 0.4
Regresión b1 18.5 ± 1.5 4.02 ± 0.3 3.33 ± 0.10 1.45 ± 0.09 1.5 ± 0.08 2.97 ± 0.17

lineal R2 0.98 0.98 0.997 0.99 0.992 0.99
se 0.62 0.59 0.23 0.49 0.41 0.45

rmsec 0.48 0.45 0.18 0.38 0.32 0.35
b0 -1.6 ± 1.2 0.72 ± 1.5 2.0 ± 1.0 -1.4 ± 1.0 -0.7 ± 0.2 -1.1 ± 0.3

Regresión b1 24 ± 4 3.42 ± 0.17 1.86 ± 0.09 2.08 ± 0.03 1.75 ± 0.02 3.37 ± 0.02
polinomial b2 ⋅ 103 -2689 ± 300 -56.9 ± 0.4 3.6 ± 0.2 -18.1 ± 0.2 -11.4 ± 0.2 -55.0 ± 0.2

R2 0.993 0.99 0.992 0.993 0.999 0.998
se 1.76 2.12 1.79 1.68 0.79 1.03

rmsec 1.43 1.73 1.46 1.37 0.64 0.84

(b) celdas de flujo proced. estático
cuarzo hélice espiral nudo jeringa bomba

Regresión log a 0.86 ± 0.02 0.32 ± 0.04 0.3 ± 0.03 -0.04 ± 0.03 -0.05 ± 0.05 -0.06 ± 0.09
doble a 7.2 ± 0.4 2.09 ± 0.17 1.99 ± 0.15 0.92 ± 0.06 0.88 ± 0.09 0.88 ± 0.17

logarítmica b 0.96 ± 0.04 0.8 ± 0.03 0.75 ± 0.03 0.88 ± 0.02 0.91 ± 0.03 0.9 ± 0.06
o R2 0.99 0.991 0.993 0.997 0.992 0.97

potencial se 0.05 0.05 0.04 0.03 0.04 0.08
rmsec 2.06 1.78 1.91 1.31 1.99 4.01

b0 -0.1 ± 0.9 0.3 ± 0.7 0.6 ± 0.6 0.4 ± 0.6 0.5 ± 0.7 0.2 ± 0.6
Regresión b1 6.8 ± 1.0 1.49 ± 0.18 1.2 ± 0.12 0.63 ± 0.06 0.61 ± 0.07 0.63 ± 0.07

lineal R2 0.94 0.96 0.97 0.97 0.96 0.97
se 1.10 0.94 0.77 0.77 0.93 0.81

rmsec 0.85 0.73 0.59 0.59 0.72 0.63
b0 -1.36 ± 1.07 1.05 ± 1.2 2.3 ± 1.1 0.0 ± 0.6 -0.3 ± 0.8 -1.6 ± 5

Regresión b1 9.19 ± 0.59 1.28 ± 0.02 0.69 ± 0.01 0.70 ± 0.02 0.79 ± 0.02 0.91 ± 0.02
polinomial b2 ⋅ 103 -376.1 ± 8.1 -7.8 ± 0.2 0.4 ± 0.2 -1.9 ± 0.2 -2.7 ± 0.2 -4 ± 0.2

R2 0.994 0.991 0.991 0.996 0.995 0.97
se 1.63 1.93 1.92 1.32 1.46 3.65

rmsec 1.33 1.58 1.57 1.08 1.19 2.98

- Comparación de los resultados de la celda de flujo en nudo con los
procedimientos en estático

La disolución de los reactivos para los procedimientos en estático fue preparada en
la celda de detección y la muestra era inyectada y mezclada con un agitador. Se empleaba
una jeringa o una corriente de aire como portador impulsado por una bomba peristáltica,
ver Figura 66. Se propuso un montaje conmutador para posibilitar la automatización del
resto de etapas del procedimiento, ver Figura 67. El aire se utilizaba como portador para
la adición de los reactivos y drenaje de la disolución final.
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La forma de la curva cinética obtenida mediante el procedimiento manual (opción
con la jeringa) fue característica de determinaciones quimioluminiscentes. La asimetría
del pico pudo ser descrita como un rápido incremento en la intensidad de luz y una lenta
caída de acuerdo con las bases teóricas de la reacción quimioluminiscente. El perfil
intensidad-tiempo obtenido con el procedimiento automático pudo describirse como una
combinación de pequeñas curvas cinéticas asociadas a los pulsos de la bomba, ver Figura
75.

Las Tablas 45 y 46 muestran los parámetros analíticos para los procedimientos en
estático usando las regresiones doble logarítmica, lineal o polinomial con la aproximación
directa o inversa, respectivamente. Respecto a la calidad de los modelos se pueden
establecer conclusiones similares a las explicadas en la sección anterior para
procedimientos en flujo.

Para ambas señales altura de pico y área de pico, los parámetros de estos montajes
fueron mejores que los obtenidos con el procedimiento en flujo excepto para la celda en
nudo. Estos resultados usando esta celda fueron similares a los proporcionados por el
procedimiento usando la jeringa y mejores que los obtenidos por el procedimiento que
utilizaba la bomba.

Con respecto al dispositivo conmutador automático, las señales obtenidas fueron
99 ± 9 % (altura de pico) y 65 ± 5 % (área de pico) (n=8) de las señales registradas por el
procedimiento en estático donde sólo la muestra era inyectada por bombeo. De estos
resultados se puede deducir que el montaje con la celda de flujo en nudo también
proporciona mejores resultados que este dispositivo automático.

La celda en nudo proporciona resultados similares a los obtenidos con los montajes
en estático pero como mayor velocidad de análisis. La automatización de los
procedimientos en estático no aportó ninguna ventaja significativa.

- Utilidad: determinación de cromo en muestras de agua
Se ensayaron varias muestras de agua que contenían el analito en diferentes

concentraciones. Las Figuras 77a (altura de pico) y Figura 77b (área de pico) muestran
los resultados del análisis de agua nanopura, mineral, agua de río y agua contaminada.
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Figura 77: Resultados de la determinación de cromo (III) en diferentes muestras de agua
usando (a) altura de pico y (b) área de pico: celda de flujo de cuarzo (A), celda de flujo en hélice
(B), celda de flujo en espiral (C), celda de flujo en nudo (D), estático manual (E) y estático
automático (F)
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Como puede observarse, se obtuvieron resultados similares con la celda en nudo y
la mayoría de la otras celdas incluyendo los procedimientos en estático. La robustez de la
determinación es mejor cuando se emplea la altura del pico quimioluminiscente que
cuando se emplea el área de pico, como puede observarse en la Figura 77. El área de pico
puede ser más sensible a variaciones del pH (ver Figura 69). El procedimiento en estático
empleando la bomba para inyectar la muestra presenta una mayor influencia de las
condiciones experimentales cuando los valores de las áreas se emplean como señales
analíticas (Figura 77).

Una muestra real de agua potable fue analizada por el método en estudio y por el
método de referencia basado en la difenilcarbazida [1]. En este último método se
requiere la oxidación previa de Cr (III) a Cr (VI). La Tabla 47 expone los resultados
obtenidos para la muestra y para la muestra fortificada. Como puede observarse en la
Tabla 47, los resultados obtenidos con la celda en nudo fueron consistentes con los datos
obtenidos con el método de referencia y con la ampliamente establecida celda de flujo
plana y en espiral.

Tabla 47: Concentración de cromo (µg/L) en muestras de agua mediante el método de
referencia y el método quimioluminiscente usando las celdas de flujo en espiral y en nudo.
Número de réplicas = 3

regresión Altura de pico Área de pico Método
método Aprox espiral nudo espiral nudo referencia

logarítmico Directa 1.84 ± 0.05 1.88 ± 0.19 1.8 ± 0.2 2.0 ± 0.4
Inversa 1.84 ± 0.05 1.88 ± 0.19 1.8 ± 0.2 2.0 ± 0.4

muestra lineal Directa 1.93 ± 0.05 1.88 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.9 ± 0.4 1.7 ± 0.2
Inversa 1.93 ± 0.05 1.88 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.9 ± 0.4

polinomial Directa 2.01 ± 0.06 1.85 ± 0.19 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.4
Inversa 2.00 ± 0.06 1.85 ± 0.19 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.4

logarítmico Directa 6.0 ± 0.4 5.9 ± 0.2 5.7 ± 0.3 6.0 ± 0.4
muestra Inversa 5.9 ± 0.4 5.9 ± 0.2 5.7 ± 0.3 6.0 ± 0.4

fortificada lineal Directa 5.9 ± 0.4 6.0 ± 0.2 5.6 ± 0.3 5.9 ± 0.4 6.1 ± 0,3
(5 µg/L) Inversa 5.9 ± 0.4 6.0 ± 0.2 5.6 ± 0.3 5.9 ± 0.4

polinomial Directa 6.1 ± 0.4 5.9 ± 0.2 5.8 ± 0.3 6.1 ± 0.4
Inversa 6.1 ± 0.4 5.9 ± 0.2 5.9 ± 0.4 6.2 ± 0.4

Aprox: aproximación
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3.3.1.6.- CONCLUSIONES
- Se han obtenido las condiciones experimentales óptimas para la reacción de

oxidación del luminol por peróxido de hidrógeno catalizada por iones metálicos. Las dos
estrategias de optimización univariada y multivariada han proporcionado valores
similares. También se ha analizado la influencia de variables tan críticas como el pH y la
concentración de EDTA. Se deben emplear reactivos de calidad alta, es decir que la
riqueza sea elevada para obtener límites de detección óptimos.

- Se ha realizado un estudio de la señal quimioluminiscente para diferentes
procedimientos de almacenamiento de muestra (sin acidificación, adición HCl y adición
de HNO3). Además se ha desarrollado un estudio paralelo sobre la selectividad de la
determinación. Se han obtenido los modelos de calibración en los distintos protocolos de
conservación con la finalidad de evaluar su influencia en la determinación selectiva de
Cr(III) o en la determinación conjunta de Cr, Co y Cu. Éstos son los únicos elementos
metálicos que dan señal en las condiciones de reacción ensayadas. Los estudios de
recuperación han mostrado la aditividad de la señal para las diferentes condiciones. La
selectividad, exactitud y precisión han sido analizadas usando un material patrón
certificado. La determinación de Cr(III) utilizando un sistema FI no requiere un
acondicionamiento de los patrones similar a las muestras. Mientras que para la
determinación en estático es necesario esta etapa únicamente cuando las muestras se
conservan en ácido nítrico 0.5 mol/L. La determinación conjunta de Cr, Co y Cu o
individual de Co y Cu requiere del acondicionamiento de patrones y muestras en las
mismas condiciones.

- La determinación de cromo total, que es el parámetro analítico actualmente
controlado por la legislación sobre la calidad de las aguas, requiere una etapa previa a la
medida. El procedimiento para la reducción previa de cromo (VI) a cromo (III) ha
resultado efectivo. Se ha evaluado la influencia del tipo de reactivo y la precisión y
exactitud en la señal originada por mezclas de ambas especies. También se ha estimado el
efecto de diferentes interferentes. Se ha demostrado que la conversión de Cr(VI) a Cr(III)
es total.

- Nuestros resultados muestran las posibilidades analíticas de un nuevo diseño de
celda en flujo en el análisis quimioluminiscente, la celda en nudo. La determinación del
cromo es un buen ejemplo de reacción quimioluminiscente, de modo que los resultados y
las conclusiones extraídas en este capítulo son fácilmente extensibles a otras
determinaciones quimioluminiscente.

Los resultados obtenidos con esta celda de flujo han sido comparados con los de
otras celdas de flujo como la celda de cuarzo convencional en FI, la celda en hélice y la
destacable celda en espiral. Se ha probado, de acuerdo a criterios analíticos, que la celda
en nudo es mejor que las otras celdas en flujo. La sensibilidad alcanzada fue 50 %
superior a la obtenida a la celda en espiral que corresponde a la siguiente mejor celda. La
celda de flujo en nudo ha proporcionado mejores parámetros analíticos para este método
quimioluminiscente que el resto de celdas para todos los modelos de calibración
ensayados (doble logarítmico o potencial, lineal y polinomial) usando aproximación
directa o inversa.

La celda en nudo ha sido comparada con dos procedimientos en estático. En uno de
ellos se inyecta la muestra empleando una jeringa y en el otro se utiliza una bomba para
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impulsar el portador que es aire. El montaje basado en la inyección con jeringa necesita
un dispositivo adicional que permita inyectar la muestra en condiciones de ausencia de
luz y disponer de un sistema de agitación. El uso de aire como portador evita
parcialmente este dispositivo accesorio para la inyección de la muestra. Además este
último sistema ha sido automatizado con un dispositivo conmutador.

Los parámetros analíticos de los modelos de calibración para los procedimientos en
estático fueron similares a los obtenidos para la celda en nudo cuando se emplea la
jeringa y peores cuando se utiliza el sistema de bombeo. No obstante, con la celda en
nudo se obtienen mejores velocidades de análisis y mejores valores de repetibilidad.

- En consideración a los parámetros analíticos, límite de detección e intervalo
dinámico de concentraciones para el método propuesto son aceptables para la
determinación de cromo presente en concentraciones normales en matrices acuosas.

- Fueron analizadas muestras de agua y los resultados obtenidos fueron robustos
con los procedimientos en estático y en flujo. Los valores calculados eran comparables
con los calculados con el método de referencia. Se demuestra las posibilidades del
método y su aplicabilidad en el control de la calidad del agua.

- Se ha propuesto una guía de aplicabilidad para la determinación de iones
metálicos basada en esta reacción quimioluminiscente, destacando especialmente la
conservación de la muestra y el sistema de detección. El procedimiento de
acondicionamiento de las muestras debe ser escogido de acuerdo a la estrategia de
muestreo, los objetivos del análisis (uni o multielemental) y las necesidades temporales
de conservación. Basándose en esta selección, se debe establecer los patrones adecuados
y las condiciones de medida óptimas para minimizar la influencia en la señal.
Dependiendo de los objetivos del análisis respecto a la especiación de cromo, se plantea
la posibilidad de realizar la reducción previa en condiciones de garantía. Respecto al
sistema de detección, si se necesita de un método para ejercer una vigilancia de la calidad
del agua, se puede utilizar cualquier montaje descrito porque cumplen los requisitos
básicos para su empleo como método de alerta de vertido. Sin embargo, cuando la
finalidad del análisis exija condiciones más exactas y precisas se debe emplear un sistema
de detección como el diseñado y contrastado en este capítulo. Finalmente, tras la
evaluación de diferentes modelos de calibración, según el intervalo de concentraciones
necesario se pueden utilizar diferentes aproximaciones. Aunque como se demostrará en el
próximo capítulo, existen ciertas limitaciones basadas en criterios de calidad en la
calibración, por el empleo de modelos univariantes.

3.3.2.- ANALYSIS MULTIVARIATE
OF CHROMIUM
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models
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3.3.2.1.- INTRODUCCIÓN
A) CONSIDERACIONES EN EL ANÁLISIS MULTIVARIADO

En el capítulo anterior se han mencionado las ventajas de las determinaciones
basadas en reacciones quimioluminiscentes. El desarrollo de estos métodos abre la
posibilidad a análisis rápidos, altamente sensibles usando instrumentación de bajo coste,
características que resultan valiosas cuando se han de procesar un número elevado de
muestras. Así ocurre en la monitorización de la concentración de elementos traza en
aguas naturales y particularmente en el caso del cromo. Sin embargo, hay que considerar
varios aspectos cuando se pretenden obtener resultados analíticos de calidad.

- No es siempre posible utilizar un modelo de calibración establecido para la
predicción de nuevas muestras.

- La relación entre la concentración y la señal es no lineal en varios análisis
quimioluminiscentes, especialmente cuando se necesita un amplio intervalo útil de
concentraciones.

En ambos sentidos se han planteado soluciones haciendo uso de registros
multivariados que permiten lograr modelos más robustos. Esta opción aporta mayor
información que el uso de datos univariados y en consecuencia se mejoran los resultados
de los modelos de calibración y de las predicciones [182-184].

El primer aspecto a considerar, lleva implícitamente la evaluación de la validez de
los modelos de calibración, es decir, comprobar que un modelo de calibración sigue
siendo aplicable cuando la respuesta medida es obtenida a partir de una situación
experimental o instrumental diferente. Puede  ocurrir que se tenga que remplazar el
instrumento, un intercambio entre instrumentos de diferente calidad, reparaciones,
inestabilidad del instrumento (desplazamientos o derivas), cambio de las condiciones de
medida en el tiempo o variaciones entre muestras. Se han propuesto diferentes
procedimientos de estandarización, cuya finalidad es establecer la relación entre ambas
situaciones evitando la completa recalibración o el traslado físico del instrumento de
referencia. La recalibración implica una pérdida de información de los modelos previos,
un valioso esfuerzo de personal, tiempo y recursos económicos. Los problemas de
estandarización en calibración han sido especialmente estudiados en el campo de NIR
[185-189] debido al tamaño considerable del conjunto de calibración y a la influencia
drástica de los cambios de las situaciones instrumentales. Sin embargo, muchas de las
estrategias propuestas han sido aplicadas en otros campos analíticos como las técnicas
LC/UV [190], voltametría [191,192] o espectroscopía UV-visible [193]. Dichas
contribuciones han permitido abordar problemas concretos y generales en calibración y
estandarización en diversas áreas de la química analítica.

Las estrategias de estandarización propuestas son soluciones quimiométricas
como el ajuste instrumental, modelos de calibración robustos, corrección del bias,
corrección de las medidas, corrección de los modelos de calibración o estandarización del
subconjunto [194-197]. Los métodos de estandarización directa (DS, direct
standardisation) y estandarización directa piecewise o por intervalos (PDS, piecewise
direct standardisation) han sido aplicados con éxito para diferentes condiciones
instrumentales. Estos están basados en la transferencia de las medidas obtenidas de la
nueva situación a la situación anterior. La transformación permite el uso del modelo
existente sin pérdida de calidad en la predicción y reduciendo el número de patrones
necesarios.
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Los problemas generales son la utilización de espectrofotómetros de diferentes
orígenes, calidades o incluso escalas de intensidades o variaciones en el tiempo, pero
también surgen en el análisis quimioluminiscente problemas específicos adicionales. En
la mayoría de los estudios descritos, se utiliza una celda fabricada en el respectivo
laboratorio colocada cerca del detector. De modo que es necesario un esfuerzo
experimental para garantizar la reproducibilidad de las medidas, especialmente cuando la
celda de detección es remplazada o renovada.

El estudio de la etapa de calibración en presencia de no linealidades requiere el
uso de diferentes estrategias [198-201]. La calibración univariada es la estrategia
ampliamente utilizada y supone una transformación de los datos, como la transformación
doble logarítmica o uso de ecuaciones no lineales. Esta solución ha sido estudiada en el
capítulo anterior.

Otra opción es limitar la determinación al intervalo lineal de respuesta. Así
muestras con concentraciones correspondientes al intervalo no lineal requieren una etapa
previa de dilución de la muestra fuera de línea o en línea. Esta solución ha sido estudiada
en el capítulo anterior y en la primera sección del presente capítulo.

Finalmente, el empleo de modelos de calibración multivariados amplia las
posibilidades. Los métodos de calibración lineales multivariados pueden modelar
parcialmente estas no linealidades usando un mayor número de factores. Aunque la
principal limitación es la inclusión de fuentes irrelevantes de varianza en el modelo. La
transformación de los datos, como el preprocesado, la introducción de términos lineales
de las variables originales o las transformaciones logarítmicas, permite la aplicación de
modelos lineales con pocos factores. La última alternativa se basa en las técnicas de
calibración locales o no lineales. Los métodos no lineales son  más propensos al
sobreajuste que los lineales. Establecer el criterio de selección del modelo es
generalmente difícil y dependen del tipo particular de datos a calibrar. Esta problemática
se estudia con detalle en las siguientes secciones.

Por lo tanto, se estudiaron ambos aspectos planteados, es decir, la calibración de
datos no lineales y la estandarización en medidas quimioluminiscentes para el análisis
de agua. Para ello, se registraron las curvas intensidad-tiempo obtenidas por la emisión
de luz producida mediante la oxidación del luminol por peróxido de hidrógeno en medio
básico y catalizada por Cr (III). La determinación de la concentración de Cr (III) implica
la medida directa de las muestras y la determinación de la concentración total de Cr
implica la previa reducción de Cr (VI) a Cr(III) con peróxido de hidrógeno en
condiciones ácidas. El estudio, que no había sido todavía descrito para el análisis
quimioluminiscente ni completa ni parcialmente, se abordó en tres etapas:

- Calibración multivariada lineal y estandarización en el intervalo lineal
- Calibración multivariada no lineal en el intervalo completo
- Estandarización en el intervalo completo
La localización del intervalo lineal de respuestas se realizó utilizando calibración

robusta [202], mediante el método de mínima mediana de los cuadrados. Los factores
instrumentales para la transferencia de calibrados que se estudiaron fueron: celda de
detección, instrumento, montaje o procedimiento, tiempo y sus posibles combinaciones.
Los métodos de estandarización estudiados fueron DS y PDS. Respecto a la etapa de
calibración en primer lugar se compararon los modelos univariados y multivariados para
continuar con la comparación de las distintas regresiones multivariadas para el modelado
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de las no linealidades, finalizando con el estudio de la robustez cuando se realiza una
estandarización previa.

La calibración univariada se estudiará desde la aproximación directa o clásica y la
aproximación inversa, puesto que en recientes artículos se ha demostrado mejores
predicciones con esta última opción [203,204], del mismo modo que se aplicó en el
capítulo anterior.

Las aproximaciones multivariadas para la calibración incluyeron: métodos
lineales convencionales (regresión en componentes principales (PCR) y en mínimos
cuadrados parciales (PLS)) [183], métodos no lineales (variantes no lineales de PCR y
PLS (NL-PCR, NL-PLS y S-PLS) [185,205-208] y variantes de regresiones ponderadas
localmente (LWR0 y LWR2) [209,210]) y métodos lineales combinados con selección de
variable aplicada en los datos originales o transformados (regresión lineal múltiple por
pasos o stepwise (step-X, step-XX2 y step-logX)) [184]. En todos los casos, se realizó una
optimización de los parámetros de los modelos. El uso de transformaciones doble
logarítmica previa a la regresión lineal también ha sido evaluado (variantes del PCR y
PLS (log1-PCR y log1-PLS)) [211]. Se ha  propuesto una nueva transformación doble
logarítmica previa a la regresión lineal (log2-PCR y log2-PLS) con la finalidad de evitar
el efecto del ruido en el modelo de calibración.

El parámetro de calidad en los estudios de estandarización y/o calibración ha sido
la capacidad de predicción de los respectivos modelos y su robustez frente a los cambios
instrumentales. Para facilitar la comparación se han aplicado métodos de estudio de
comportamiento de pautas como PCA o análisis de agrupamientos, buscando similitudes
entre métodos.

B) MÉTODOS DE ESTANDARIZACIÓN. FUNDAMENTOS TEÓRICOS
- Estandarización directa (DS, Direct Standardisation)
La matriz de transformación (F) describe la relación entre los datos medidos entre

una situación instrumental A y los medidos en una nueva situación B de acuerdo a:
XA = XB F + E. [ec. 22]

Esta matriz puede ser estimada usando un subconjunto de muestras patrón medido
en ambas situaciones (XAs y XBs) mediante PCR o PLS.

F̂  = XBs
+ XAs [ec. 23]

Una nueva serie de datos medidos en la situación B puede ser transformado a la
situación A mediante la expresión:

XBA
+ = XB

+ F̂ [ec. 24]
La correspondiente predicción podrá realizarse empleando el modelo de

calibración obtenido en la situación A.

- Estandarización directa piecewise o por intervalos (PDS, Piecewise Direct
Standardisation)

La modificación de la estandarización directa supone que un valor determinado de
los datos de una situación está relacionado con una pequeña región de variables (ventana)
en la otra región entorno a dicho punto. Para la transformación de la variable xi, el
intervalo de la ventana es desde i-j a i+k, no siendo estrictamente necesaria una
distribución simétrica alrededor de i (j=k o j≠k)

Wi = [xB,i-j, xB,i-j+1, ..., xB,i+k-1, xB,i+k] [ec. 25]
Para cada variable se aplica un modelo de regresión multivariada (PCR o PLS)

entre dicha ventana y la variable en la situación A.
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xA,i = Wi bi + ei  [ec. 26]
La matriz de transformación (F) corresponde a una matriz diagonal donde los

elementos de la diagonal son los vectores de la regresión (bi) y el resto de elementos son
cero.

Figura 78: Esquema de los métodos de estandarización: (a) DS y (b) PDS

C) MODELOS DE CALIBRACIÓN. FUNDAMENTOS TEÓRICOS
La calibración se basa en modelar las concentraciones de los constituyentes

respecto las respuestas. Aunque los métodos de calibración univariante y multivariante
han sido ampliamente descritos, a continuación se realiza una breve descripción de los
métodos de calibración aplicados.

El criterio de anotaciones es el siguiente: una letra mayúscula en negrita (X) indica
matriz, una letra minúscula en negrita (x) indica un vector columna y una letra minúscula
en cursiva (h) indica escalar. El símbolo hat (^) indica una característica predicha, XT (or
xT) se refiere a la transpuesta de la matriz (o vector) y X+ es la pseudomatriz de X.

- Métodos univariados
La aproximación clásica o directa y la aproximación inversa son los dos modos

para construir el modelo que relaciona las medidas (x) y las concentraciones (y). El modo
directo relaciona las medidas con las concentraciones: x = f(y), mientras el inverso es y =
f(x).

XAs

Situación B
transformada

Situación A Situación B

XA XB

XBs

XBA

F

(a)

XAi

XAs

Wi

XBs

(b)

bi

XBAF



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 173 -

El modelo lineal inverso relaciona la variable independiente o predictora (x) y la
respuesta (y) mediante la siguiente ecuación:

y = B0 + B1 x + e [ec.27]
donde e es el error aleatorio y (B0, B1) los parámetros del modelo.
Partiendo de n pares de observaciones (xn, yn) se deben estimar los verdaderos

valores desconocidos B0 y B1 mediante los valores de b0 y b1.

Las hipótesis básicas del modelo son: la relación entre la variable predictora y la
respuesta es lineal en el intervalo de aplicabilidad; la variable predictora no es aleatoria,
es decir, está medida sin error o su error es despreciable frente al de las respuestas; los
errores en las respuestas siguen distribuciones normales, son independientes e igualmente
distribuidos con media cero.

En la regresión en mínimos cuadrados (LS, least squares), se minimizan la suma
de los cuadrados de los residuos, es decir, la suma de las diferencias al cuadrado entre las
señales experimentales y las calculadas con la ecuación ajustada:
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La pendiente (b1), la ordenada o término independiente (b0) y la varianza de los
residuos (syx

2) con n-2 grados de libertad son estimados por:
( )( )

( )
( )

2
s           -yb         

2

2
yx1021 −

−
=⋅=

−

−−
= ∑

∑
∑

n
yy

xb
xx

yyxx
b i

i

ii [ec.29]

En la regresión de la mínima mediana de los cuadrados (LMS, least median
squares), se minimizan la mediana de los cuadrados de los residuos:

( )( )[ ]n ..., 2, 1,i,mediana 2
1 =+− ioi xbbymin [ec.30]

La regresión doble logarítmica implica un preprocesado donde se toma el
logaritmo de cada elemento xi y yi. El modelo en modo directo (log-d) se describe como
log x = log b0 + b1 log y y en modo inverso (log-i) puede escribirse como log y = log b0

*

+ b1
* log x.

La regresión polinómica implica un modelo cuadrático o superior. El modelo en
modo directo (pol-d) y en modo inverso (pol-i) se describe como:

pol-d: x = b0 + b1 y + b2 y2 pol-i: y = b0
* + b1

* x + b2
* x2 [ec. 31]

Por lo tanto, el modelo se construye mediante una regresión en mínimos cuadrados
ordinaria de los datos preprocesados. Para la regresión doble logarítmica, se emplean los
valores de los logaritmos de x e y. Para la regresión polinómica, se incluyen los valores
de x e y junto sus términos cuadráticos.

- Regresión en componentes principales (PCR)
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PCR descompone la matriz experimental de respuestas (X) del conjunto de
calibración del siguiente modo: X = T PT + E. T es la matriz de puntuaciones, PT es la
matriz de cargas y E es la matriz de errores residuales. El vector de concentraciones (y) se
relaciona a partir de la expresión ŷ = T b + e donde b es la matriz de coeficientes de
regresión que se resuelve mediante el uso de un procedimiento de mínimos cuadrados.

- Regresión en mínimos cuadrados parciales (PLS)
El algortimo considera la información de la matriz de respuestas y de

concentraciones simultáneamente. La descomposición es: X = t pT + EX y y = u qT + ey
donde t y p son los vectores de puntuaciones y de cargas asociados a las respuestas, u y q
son los vectores de puntuaciones y de cargas asociados al vector de concentraciones y EX
y EY son las respectivas matrices de residuales. En un modelo lineal, los vectores de
puntuaciones se relacionan de acuerdo a u = b t + h, donde h indica los residuales. La
relación entre puntuaciones y concentraciones se obtiene de ŷ = t qT b + e, donde b es el
vector de los coeficientes de regresión.

El conjunto de predictoras (X) y el conjunto de respuestas (y) se corresponde con la
matriz de datos originales o incorpora transformaciones no lineales como un
preprocesado doble logarítmico.

- Variantes nolineales del PCR y PLS
El PCR no lineal (NL-PCR) consiste en incorporar transformaciones no lineales de

las variables originales en la matrix de datos X. Por ejemplo, NL-PCR de segundo orden
correspone a la adición de los cuadrados de las variables originales. Posteriormente, el
PCR ordinario se aplica a la matriz X extendida:

[X X2] = T PT + E [ec. 32]

El PLS no lineal (NL-PLS, nonlinear partial least squares) y PLS "perfilado" o (S-
PLS, spline partial least squares) son ejemplos de métodos donde se incluye una relación
nolineal interna en el algoritmo. Mientras NL-PLS aplica un suavizado para modelar la
relación interna, S-PLS usa perfilados de regresión bivariados no adaptativos para lograr
el mismo objetivo. NL-PLS de segundo orden utiliza un polinomio cuadrático: u = c0 + c1

t + c2 t2 + h. S-PLS de segundo orden la expresión u = b0 + b1 t + b2 t2 + 3
j

j
2j )(b ++ −∑ zt

donde (t-zj)+
3 = 0 si t < zj donde zj son las coordenadas de los J-nudos del suavizado.

- Regresión ponderada localmente (LWR, locally weighted regression)
El método se basa en la suposición de que una función continua y suavizada puede

ser aproximada localmente con funciones lineales por intervalos. Las etapas básicas para
cada muestra son: (1) Seleccionar las N muestras de calibración que se encuentran más
próximas a la muestra basándose en medidas de sus distancias. (2) Realizar un PCR lineal
ponderado a partir de las N muestras de calibración previamente seleccionadas. (3)
Predecir el constituyente en la muestra de predicción.

La función para ponderar se define como
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wi(xp) es el factor de ponderación asociado con la muestra de calibración i-ésima
para la predicción de la muestra p. ρ(xp,xi)  es la distancia entre la muestra de predicción
p y la muestra i-ésima de calibración. d(xp,xi) Es el mayor valor ρ(xp,xi) de las N-
muestras de la calibración local.

En el método LWR0, la distancia Mahalanobis en el espacio PC se define como
ρ(xp,xi) = [(xi-xp)T X(M)+ (xi-xp)]1/2 donde X(M) es la matriz de covarianza del conjunto
completo de datos con M componentes principales.

En el método LWR2, la medición de la distancia es una media ponderada entre la
distancia Mahalanobis en el espacio de espectros o registros y la distancia en el espacio
químico o concentraciones. ρ(xp,xi) = α ρ(yp,i) + (1-α) ρ(Xp,i)  donde α es el coeficiente
ponderadores, ρ(yp,i) es la distancia en el espacio químico y ρ(Xp,i) es la distancia
Mahalanobis en el espacio espectral como en el método LWR0. Hay que resaltar que
LWR0 es un caso concreto de LWR2 con α = 0. El valor ρ(Yp,i) se obtiene con un
procedimiento iterativo hasta la convergencia. Las estimaciones iniciales se obtienen por
el método PCR.

∑
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- Regresión lineal múltiple por pasos o stepwise (stepwise-MLR, stepwise
multiple linear regression)

El método se basa en la selección de un pequeño subconjunto de variables del
conjunto de predictoras (X). El procedimiento comienza con la selección de la variable
(xj) que presenta mayor correlación con la concentración (y). Se construye el modelo de
regresión univariada y el coeficiente de regresión obtenido (bj) se comprueba para un
cierto nivel de significación usando un test t. Para cada etapa se realiza un test F, llamado
test F para entrar, para toas las variables de modo que la variable con mayor valor F se
incluye en el modelo. A cada etapa se aplica un test F, llamado test F de eliminación. Si
se detecta que una variable deja de tener una contribución significativa en la regresión, se
elimina. La selección se repite hasta que no pueda lograrse un incremento significativo
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del ajuste del modelo al incluir más variables y todos los términos de la regresión
implicados son significativos.

El conjunto de predictores (X) puede corresponder con la matriz de datos originales
(step-X), incorporar términos no lineales como los cuadrados de las variables originales
(step-XX2) o usar una transformación no lineal como el preprocesado logarítmico (step-
logX).

- L-PCR y L-PLS con preprocesado logarítmico
El centrado logarítmico por columnas, el centrado por filas o ambos han sido

propuestos como métodos de preprocesado para el análisis en componentes principales.
Se calcula el logaritmo de cada elemento xij seguido por el centrado en columnas,
centrado en fila o ambos. Todos los datos deben ser positivos. La transformación consiste
en zij = log(xij) - mj, siendo zij los datos transformados y mj es la correspondiente media
por columna de los logaritmos.

En este estudio, esta transformación logarítmica se aplica a los datos X e y. Este
preprocesado permite el uso de métodos de calibración lineales para datos no lineales.
Las variantes estudiadas han sido regresión en componentes principales (log1-PCR) y
regresión en mínimos cuadrados parciales (log1-PLS).

Hemos propuesto una nueva transformación válida solamente para calibración
unicomponente. Se toma el logaritmo de cada elemento xij, se corrige con un coeficiente y
se centra por columnas. El coeficiente es el cociente entre la media de los datos de

calibración originales y el valor máximo de éstos. 
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La transformación es zij = log(xij) ⋅ τj - mτj siendo mj el correspondiente valor medio
por columna del logaritmo corregido. Las variantes son la regresión en componentes
principales (log2-PCR) y regresión en mínimos cuadrados parciales (log2-PLS).
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3.3.2.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Para las medidas, se utilizaron dos espectrofotómetros de fluorescencia: Hitachi F-

4500 y Jasco FP-750. La emisión de luz se registró a 425 nm. Los siguientes reactivos de
calidad para análisis o puros de trazas se utilizaron: nitrato de cromo(III) (Panreac),
peróxido de hidrógeno (Merck), luminol (Fluka), carbonato sódico (Merck), y ácido
clorhídrico (Merck). Las disoluciones se prepararon en agua nanopure.

Para los procedimientos en estático, la quimioluminiscencia se midió con una celda
de cuarzo con un camino óptico de 1 cm. Las disoluciones patrón o muestras fueron
inyectadas usando una jeringa digital Hamilton. Para los montajes FI, se usó una bomba
peristáltica Gilson Miniplus para impulsar los reactivos hacia la celda de flujo. La
velocidad de flujo era de 15 mL/min. El bucle tenía un volumen interno de 200 µL. Para
la bomba peristáltica, se empleó tubería Tygon (d.i. = 0.8 mm). El resto de la tubería
consistía en tubería de PTFE de diámetro interno de 0.5 mm. La intensidad de luz emitida
fue registrada en función del tiempo.

- Procedimiento FI
 El montaje de inyección en flujo se muestra en la Figura 64 tal como se describió

en el capítulo anterior. Las disoluciones empleadas fueron las siguientes: EDTA 0.01 M
en 0.04 mol/L de KOH, luminol 1.2 × 10-3 mol/L en 0.3 mol/L de disolución
tampón HCO CO3 3

2− −−  ajustada a pH 10.8 y peróxido de hidrógeno 0.1 mol/L.
Se usaron diferentes celdas de flujo (Figura 65): una celda de cuarzo convencional

(celda A) con un camino óptico de 1.5 mm (Hellma, Alemania). Otras celdas ensayadas
consisten en montajes fabricados en el propio laboratorio de tubería transparente de
politetrafluoroetileno cuya longitud era de 50 cm y con diámetro interno de  0.8 mm. En
la celda en hélice (celda B), la tubería fue enrollada en un soporte de 1.5 cm de longitud y
7.5 mm de diámetro. Las dimensiones de la celda en espiral (celda C) fueron de 1 cm de
diámetro interno y de 3 cm de diámetro externo. La celda en nudo (celda D) de
dimensiones (1.5 × 1 cm × 1 cm) fue situada en una celda de plástico.

- Procedimiento en estático
La disolución de reactivos fue preparada en la celda de cuarzo. Las

concentraciones fueron 4 × 10-4 mol/L de luminol, 3.3 × 10-2 mol/L de peróxido, 3.3 × 10-3

mol/L de EDTA y 0.1 mol/L de disolución tampón de HCO CO3 3
2− −−  a pH 10.8. Las

disoluciones de Cr (III) fueron inyectadas a través del septum con una jeringa y la
disolución en la cubeta se mezcló con un agitador. En todos los casos, el volumen de
inyección fue de 200 µL. La concentración de la disolución madre de Cr (III) era de 250
mg/L. Las disoluciones estándar de Cr (III) (0-50 µg/L) fueron preparadas diariamente
mediante la apropiada dilución con agua. Los datos procesados fueron las señales
registradas durante 7.5 s después de la inyección.

Las muestras de agua fueron tomadas en el área de la ciudad de Valencia. Las
muestras fueron filtradas a través de una membrana de 0.45 µm y acidificadas con ácido
nítrico hasta pH < 2.

La regresión LMS fue llevada a cabo usando el programa PROGRESS [202]. Los
métodos de estandarización y varios métodos multivariados se realizaron mediante
subprogramas modificados de la PLS-Toolbox de Matlab [212].
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3.3.2.3.- TRANSFERENCIA DE CALIBRACIÓN EN EL INTERVALO LINEAL
- Localización del intervalo lineal: Calibración univariada robusta
Para el intervalo 0 - 50 µg L-1 se observó una relación doble logarítmica entre la

señal quimioluminiscente y la concentración. Disminuyendo el intervalo de
concentraciones útil es posible utilizar una relación lineal entre la señal del analito y la
concentración. Se han descrito las calibraciones robustas para establecer la relación real
en presencia de aberrantes, para el cálculo del límite de detección y para la determinación
del intervalo lineal de la calibración. [202] En esta sección, se han utilizado el método de
mínima mediana de los cuadrados (LMS) para localizar el intervalo lineal de la
calibración de cromo.

El método de mínimos cuadrados (LS) proporciona los valores de pendiente y
ordenada en el origen, que minimizan la suma de cuadrados de los residuales. Los valores
de pendiente y ordenada en el origen proporcionados por el método LMS son los que
minimizan la mediana de los cuadrados de los residuales. La principal ventaja de las
regresiones LMS es la propiedad de ajuste exacto: si menos del 50 % de las parejas de
datos (x, y) se ajustan al modelo lineal, entonces la regresión LMS coincide con él. El
inconveniente es que la probabilidad de distribución de la estimación LMS es
desconocida.

Ortiz y col. [213] han propuesto una secuencia computacional para la calibración.
El procedimiento numérico explota la capacidad de la regresión LMS para detectar el
grupo de datos experimentales alineados y la óptima precisión y exactitud de las
estimaciones propuestas por la regresión LS.

Tabla 48: Parámetros de regresión univariada para regresión por mínimos cuadrados
(LS) y regresión de mínima mediana de los cuadrados (LMS) para diferentes instrumentos, celdas
de detección y para modos de inyección en estático y en flujo.

Instrumento A Modelo b1 b0 syx R2

celda A LMS 40.5 53 13 0.999
LS 41.6 ± 0.9 50 ± 5 13 0.993

celda B LMS 48.3 61 18 0.999
LS 48 ± 0.9 59 ± 5 12 0.995

celda C LMS 133 -23 82 0.994
LS 129 ± 3 3 ± 20 60 0.992

celda D LMS 158 101 46 0.999
LS 160 ± 2 97 ± 15 44 0.997

Instrumento B Modelo b1 b0 syx R2

celda A LMS 0.020 0.039 0.03 0.978
LS 0.024 ± 0.002 0.019 ± 0.008 0.02 0.964

celda B LMS 0.213 0.142 0.08 0.999
LS 0.223 ± 0.005 0.102 ± 0.026 0.07 0.992

celda C LMS 0.297 0.154 0.09 0.999
LS 0.290 ± 0.006 0.174 ± 0.029 0.08 0.994

celda D LMS 0.459 0.086 0.17 0.999
LS 0.480 ± 0.006 0.005 ± 0.044 0.13 0.997

procedimiento LMS 0.58 0.21 0.21 0.996
en estático LS 0.59 ± 0.01 0.11 ± 0.09 0.20 0.997
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Se aplicó la regresión LMS, usando las parejas de datos experimentales
(concentración y altura de pico), para dos instrumentos y las diferentes celdas para
obtener una estimación robusta. Se obtuvieron los residuales estandarizados para
detectar la pérdida de linealidad y en consecuencia determinar el intervalo lineal. Los
puntos cuyos residuales estandarizados con respecto a la línea LMS eran mayores que 2.5
en valor absoluto, se consideraron aberrantes. Finalmente, se aplicó la regresión LS
excluyendo los aberrantes. En la Tabla 48, se puede evaluar el grado de coincidencia
entre los dos métodos de regresión, la calidad de regresión, y por lo tanto la de la
calibración. Para todas las celdas probadas en los dos instrumentos, el intervalo lineal
obtenido es de 0-10 µg L-1. El procedimiento en estático en el instrumento A no pudo ser
estudiado porque no disponía del módulo inyector de muestra con entrada para la jeringa
y sistema agitador.

- Optimización de los parámetros de transferencia
Se han empleado los modelos DS y PDS. Para obtener mejores resultados se

optimizaron los subconjuntos de estandarización  y el tamaño de la ventana. La calidad de
la transferencia de calibración ha sido evaluada usando la suma de cuadrados de errores
residuales de predicción (PRESS, predictive residual error sum of squares), calculado a
partir de las muestras del conjunto de ensayo o test usando el modelo PLS como modelo
de calibración.

La búsqueda de un conjunto de estandarización adecuado es un paso critico en la
transferencia de calibración. Wang y col. [193] propusieron que el subconjunto sería
elegido del conjunto de calibración basándose en los valores de leverage de las muestras
en el modelo de calibración. De acuerdo con Bouveresse y col. [190] y  Herrero  y col.
[191],  para suministrar resultados más robustos el subconjunto debe basarse en el criterio
de un número razonable de muestras de calibración, siguiendo un diseño más o menos
ortogonal y cubriendo suficientemente el campo experimental.

Para diferentes tamaños de los subconjuntos, se obtuvieron los valores de PRESS
para DS y PDS incluyendo diferentes muestras de diferentes concentraciones. En la
Figura 79, se muestran ejemplos de las superficies de respuesta representando las líneas
de contorno de PRESS.
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Figura 79: Líneas de contorno PRESS de las superficies de respuesta al aplicar una
transferencia de calibración entre la celda C (celda primaria) y celda A (celda secundaria) para
diferentes tamaños de subconjuntos: (a) 3, (b) 4 y (c) 5. Un patrón con una numeración alta
significa alta concentración de cromo.
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Para cada tamaño, una o más disoluciones patrón eran fijas en el subconjunto
mientras que los dos restantes se variaban. El tamaño de la región con bajo valor de
PRESS aumenta con el tamaño de subconjunto. Seleccionando patrones adecuados, un
tamaño del subconjunto mayor de tres patrones supone un esfuerzo experimental
innecesario y podría causar un sobreajuste del modelo. Este subconjunto con mejores
resultados está formado por patrones con diferentes niveles de concentración (baja-
media-alta). Cuando se selecciona el subconjunto de acuerdo con este criterio de diseño,
el error de predicción fue de 2 a 4 veces inferior al obtenido empleando un criterio de
leverage.

Para el método PDS se ensayaron diferentes tamaños de ventana. El incremento
del tamaño de ventana tuvo una leve influencia positiva en el valor PRESS. De modo que
el tamaño de ventana seleccionado fue de 7 para evitar problemas de sobreajuste o mayor
lentitud en el cálculo.

- Factores de estandarización
Se evaluaron las transferencias de calibración en el intervalo lineal. Inicialmente,

se estudió la transferencia univariada y recalibración directa con solo tres patrones. Los
resultados no fueron robustos y presentaron valores de PRESS altos. La interpolación
PLS directa o la estandarización multivariada con el modelo clásico de calibración fueron
aplicadas proporcionando resultados inadecuados especialmente cuando se consideraron
datos obtenidos con diferentes instrumentos.

Se aplicaron los métodos DS y PDS para lograr la estandarización usando los
parámetros óptimos para la transferencia y modelos PLS para la calibración. El primer
factor estudiado fue la transferencia de calibración entre celdas de detección. Los valores
de PRESS del modelo PDS fueron menores que los valores obtenidos con el modelo DS.
En la Figura 80 se exponen los valores de PRESS obtenidos con el modelo PDS.
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Figura 80: Valores PRESS para la estandarización de celda y/o de instrumento usando un
modelo PDS
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Un análisis de la varianza de dos factores (two way ANOVA) aplicado a los datos
de PRESS mostró que se obtenían resultados robustos independientemente de la celda de
detección usada en el instrumento primario o en el instrumento secundario. Para el factor
celda de detección en el instrumento primario, los resultados fueron Fcal, Inst. A = 0.72 y Fcal,

Inst. B = 0.08 mientras que el valor crítico es F3,9  = 3.863 para un nivel de probabilidad de α
= 0.05. Para el factor celda de detección en el instrumento secundario, los resultados
fueron Fcal, Inst. A = 3.27 y Fcal, Inst. B = 2.18 mientras que el valor crítico es F3,9  = 3.863 para
un nivel de probabilidad de α = 0.05. Los valores de PRESS obtenidos para las diferentes
transferencias de calibración fueron idénticos a los de los modelos de calibración propios
en el instrumento primario. Esto significa una perfecta transferencia cuando el factor
considerado es instrumento y/o celda de detección. Sin embargo, existen diferencias de
PRESS al considerar los otros factores ensayados en la transferencia de calibración como
son los modos de inyección en estático o en flujo o el tiempo.

A partir de un conjunto de muestras test, se calculó la raíz de los cuadrados medios
de errores de predicción (RMSEP, root mean squared prediction error) para evaluar la
calidad de la estandarización. En la Figura 81, se representan los valores RMSEP
obtenidos de acuerdo con los factores de estandarización que fueron celda de detección.
Instrumento, modo estático frente a flujo, tiempo y sus posibles combinaciones. Los
valores límite se establecieron incluyendo un error bias del 5 %, 10 % y 15 % para cada
concentración.
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Figura 81: Valores RMSEP para diferentes factores de estandarización. El número de
réplicas de transferencias de calibración (n) y los valores críticos para los errores de predicción
están incluidos.

Los valores RMSEP obtenidos para la transferencia de calibración entre diferentes
celdas de detección, entre instrumentos y la combinación de ambos factores fueron
inferiores al 10 %.
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Una calibración de transferencia en el tiempo conduce a errores superiores al 10 %
para el conjunto de predicción, como puede observarse en la Figura 81. Valores similares
se obtuvieron para la combinación del factor tiempo con los factores celda, instrumento o
ambos.

La estandarización entre modos de inyección en estático o en flujo supone que una
muestra o patrón medido usando un montaje en estático sea calibrado con un modelo
establecido con datos usando un montaje en flujo, o viceversa. Las señales
quimioluminiscentes obtenidas son claramente diferentes. Las medidas en estático
proporcionan picos asimétricos que pueden describirse como un rápido incremento en la
intensidad de luz y una lenta caída mientras que un montaje en FI proporciona un pico
distorsionado, como puede verse en la Figura 82. Usando un modelo DS o un modelo
PDS con un gran tamaño de ventana, se lograron transferencias de calibración adecuadas,
como muestra la Figura 81. Por lo tanto, es posible la transferencia de calibrados entre
señales obtenidas mediante un procedimiento en estático y uno en flujo proporcionando
errores estándar de predicción aceptables para este tipo de análisis.
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Figura 82: Perfiles quimioluminiscentes con el tiempo para un patrón de 10 µg L-1 de Cr
(III) obtenidos mediante modos de inyección en estático y en flujo.

- Aplicación: Determinación en muestras de agua
Los métodos de transferencia de calibrados se aplicaron para la determinación de

Cr en muestras de agua que contenían el analito en diferentes concentraciones. Las
muestras de agua se recogieron en el área de Valencia.

Para la determinación de Cr (III) por medida directa y para la determinación del Cr
total por reducción previa se empleó el método de quimioluminiscencia. Cr (VI) fue
calculado por diferencia. Para la transferencia de calibrados también se midieron tres
soluciones estándar a diferentes niveles de concentración (bajo-medio-alto).
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Los resultados se compararon con los valores obtenidos por el método de
referencia. El método de referencia conlleva una reacción con la difenilcarbazida en
solución ácida [1]. En este método, la concentración de Cr (VI) se obtiene por medida
directa y la concentración total por oxidación previa y el Cr (III) por diferencia. La Tabla
49 muestra los resultados obtenidos para las concentraciones de Cr (III), Cr (VI) y total
de Cr, así como los porcentajes de recuperación para las muestras fortificadas. Como
puede observarse, en todos los casos los resultados están de acuerdo con los valores de
referencia y las cantidades adicionadas, independientemente de los factores de
estandarización.

Se obtuvo una regresión lineal entre la concentración determinada por el método de
referencia y la concentración por el método de transferencia de calibrado. Los intervalos
de confianza al 95 % de la pendiente para los diferentes factores de transferencia
estudiados fueron: 0.9 ± 0.4 (tiempo), 0.9 ± 0.4 (tiempo-celda), 0.9 ± 0.5 (tiempo-
instrumento) y 0.9 ± 0.4 (tiempo-celda-instrumento). Los intervalos de confianza al 95 %
de la ordenada en el origen (a ± t⋅sa) fueron: -0.0 ± 1.2, 0.0 ± 1.1, -0.0 ± 1.4 y 0.0 ± 1.4,
respectivamente. El valor unidad está incluido en el intervalo de confianza de la
pendiente y el cero está incluido en el intervalo de confianza de la ordenada en el origen,
por lo que los resultados son coincidentes.

Tabla 49: Concentración (µg/L) y porcentajes de recuperación de las formas de cromo en
muestras de agua dados por el método de referencia y mediante transferencia de calibración
considerando diversos factores experimentales. Número de réplicas = 3.

Método Factor de transferencia de calibrado
de referencia Tiempo Tiempo -

Celda
Tiempo -

Instrumento
Tiempo-Celda-

Instrumento

muestra Cr (III) 1.5 ± 0.3(1) 1.5 ± 0.6 1.4 ± 0.4 1.5 ± 0.4 1.5 ± 0.4
Cr(VI) 0.2 ± 0.3 0.2 ± 0.6(2) 0.2 ± 0.5(2) 0.1 ± 0.5(2) 0.1 ± 0.5(2)

Cr total 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.3 1.7 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.4
muestra fortificada Cr (III) 3.2 ± 0.3(1) 3.8 ± 0.5 3.7 ± 0.4 3.9 ± 0.4 3.8 ± 0.3
2.5 µg L-1 Cr(III) Cr(VI) 2.9 ± 0,3 1.8 ± 0.8(2) 1.9 ± 0.6(2) 1.6 ± 0.7(2) 1.6 ± 0.6(2)

2.5 µg L-1 Cr(VI) Cr total 6.1 ± 0,4 5.6 ± 0.6 5.6 ± 0.4 5.4 ± 0.6 5.4 ± 0.5
% recuperación Cr (III)  63 ± 17  91 ± 31  90 ± 21  92 ± 20  93 ± 18

Cr(VI)   110 ± 17  68 ± 35  66 ± 29  60 ± 31  60 ± 31
Cr total  88 ± 9  80 ± 13  78 ± 10  76 ± 13  76 ± 11

(1) obtenido por diferencia entre Cr total y Cr (VI)
(2) obtenido por diferencia entre Cr total y Cr (III)
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3.3.2.4.- CALIBRACIÓN MULTIVARIANTE PARA DATOS NO
LINEALES

Para el intervalo 0 - 50 µg /L de cromo, la relación entre la señal
quimioluminiscente y la concentración es no lineal. Fueron examinadas diferentes
técnicas de calibración multivariada para la evaluación de las propiedades predictivas de
la concentración de cromo en ese intervalo. También se optimizaron los parámetros de
cada método.

Los métodos de regresión fueron evaluados usando conjuntos de datos obtenidos
en nueve condiciones experimentales diferentes. En el espectrofotómetro de fluorescencia
Hitachi F-4500 (instrumento A) y en el Jasco FP-750 (instrumento B), las disoluciones
patrón se midieron siguiendo un procedimiento FI con cuatro celdas de detección (celda
de cuarzo, en hélice, en espiral y en nudo). Adicionalmente, para el último instrumento se
dispuso de un módulo para la muestra con entrada para jeringa y agitador, de modo que
las disoluciones fueron también medidas en modo estático.

- Modelos de calibración univariada no lineal
Los modelos fueron construidos mediante regresión en mínimos cuadrados

ordinaria usando los datos preprocesados. Para la regresión doble logarítmica (log-d y
log-i) se usaron los logaritmos de x e y. Para la regresión polinómica (pol-d y pol-i) se
incluyeron los términos cuadráticos de x o y.

En la Tabla 50, se muestran los coeficientes de los modelos para las nueve
situaciones experimentales. También se incluyen los coeficientes R2 y los errores estándar
de la regresión. En todos los casos se obtuvieron buenos modelos.

Tabla 50: Parámetros de regresión para los métodos de calibración univariantes: (a)
Instrumento A y (b) Instrumento B

(a) celda A celda B celda C celda D
regresión b0 1.57 ± 0.06 1.63 ± 0.06 1.91 ± 0.03 2.26 ± 0.05

doble logarítmica b1 1.12 ± 0.05 1.14 ± 0.05 1.19 ± 0.03 0.99 ± 0.05
directa R2 0.990 0.991 0.997 0.988
(log d) syx 0.07 0.06 0.04 0.07

regresión b0 -1.38 ± 0.11 -1.40 ± 0.11 -1.60 ± 0.06 -2.26 ± 0.16
doble logarítmica b1 0.88 ± 0.04 0.87 ± 0.04 0.84 ± 0.02 1.00 ± 0.05

inversa R2 0.990 0.991 0.997 0.988
(log i) syx 0.06 0.05 0.03 0.07

regresión b0 -4 ± 21 -3 ± 42 -17 ± 127 -89 ± 210
polinómica b1 42 ± 3 45 ± 6 105 ± 18 180 ± 29

directa b2 0.5 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.7 ± 0.4 0.6 ± 0.6
(pol d) R2 0.999 0.998 0.996 0.992

syx 32 63 192 317
regresión b0 0.5 ± 0.4 0.7 ± 0.6 0.6 ± 0.5 0.4 ± 0.9

polinómica b1 0.020 ± 0.002 0.017 ± 0.002 0.008 ± 0.002 0.006 ± 0.002
inversa b2 (-1.7 ± 0.2) 10-6 (-1.3 ± 0.3) 10-6 (-0.26 ± 0.04) 10-6 (-0.1 ± 0.07) 10-6

(pol i) R2 0.999 0.996 0.997 0.992
syx 0.6 1 0.8 1.4
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Tabla 50: (continuación)
(b) celda A celda B celda C celda D procedimiento

en estático
regresión b0 -1.47 ± 0.10 -0.49 ± 0.05 -0.53 ± 0.05 -0.39 ± 0.05 -0.16 ± 0.04

doble logarítmica b1 0.96 ± 0.10 0.86 ± 0.04 1.06 ± 0.05 1.13 ± 0.04 1.00 ± 0.03
directa R2 0.950 0.987 0.989 0.993 0.995
(log d) syx 0.14 0.07 0.07 0.05 0.04

regresión b0 1.50 ± 0.09 0.58 ± 0.03 0.50 ± 0.03 0.35 ± 0.03 0.17 ± 0.03
doble logarítmica b1 0.99 ± 0.10 1.14 ± 0.06 0.93 ± 0.04 0.88 ± 0.03 1.00 ± 0.03

inversa R2 0.950 0.987 0.989 0.993 0.995
(log i) syx 0.15 0.08 0.06 0.05 0.04

regresión b0 0.00 ± 0.02 0.08 ± 0.13 0.1 ± 0.2 0.0 ± 0.2 -0.2 ± 0.9
polinómica b1 0.02 ± 0.02 0.23 ± 0.02 0.25 ± 0.03 0.43 ± 0.03 0.72 ± 0.13

directa b2 (3.0 ± 0.7) 10-4 (-7 ± 4) 10-4 (53 ± 7) 10-4 (73 ± 6) 10-4 (1 ± 27) 10-4

(pol d) R2 0.997 0.997 0.998 0.999 0.987
syx 0.04 0.19 0.34 0.3 1.4

regresión b0 0.4 ± 0.7 -0.3 ± 0.7 0.5 ± 0.4 0.6 ± 0.5 0 ± 1.2
polinómica b1 35 ± 3 4.2 ± 0.5 2.98 ± 0.13 1.84 ± 0.10 1.6 ± 0.3

inversa b2 (-520 ± 146) 10-

2
(9 ± 5) 10-2 (-4.2 ± 0.5) 10-2 (-1.5 ± 0.3) 10-2 (-0.6 ± 0.7) 10-2

(pol i) R2 0.996 0.996 0.998 0.997 0.987
syx 1.1 1 0.7 0.9 1.8

- Preprocesado y optimización de los modelos de calibración multivariada
Se ensayó el efecto de diferentes métodos de preprocesado [211,214] para modelos

lineales y no lineales, regresiones con ponderación local y procedimientos de regresión
lineal múltiple por pasos. Los métodos de preprocesado fueron: sin transformación (zij =
xij, siendo zij el dato transformado), centrado por columnas (zij = xij - mj, siendo mj la
correspondiente media de la columna) y autoescalado (zij = (xij - mj) / δj, siendo δj la
correspondiente desviación estándar de la columna).

En la Figura 83, se representan para el montaje en estático, los registros de
quimioluminiscencia frente al tiempo sin transformación, los correspondientes  registros
centrados por columnas y los registros estandarizados. La transformación logarítmica y la
transformación logarítmica corregida (ver L-PCR y L-PLS con preprocesado logarítmico
en la introducción del capítulo) fueron estudiadas junto con los correspondientes datos
centrados por columnas.

En la Figura 84, se muestra el efecto de estas transformaciones para los datos del
montaje en estático. Aunque el cálculo del logaritmo es una transformación común para
pasar de datos no lineales a datos lineales, se reduce la diferencia entre variables. Ya que
se reduce la influencia de las variables con valores grandes y se incrementa la influencia
de las variables con valores más pequeños.

Como puede observarse en las gráficas, se obtienen registros casi paralelos para los
datos transformados y centrados. En esta situación se ensalza el efecto de las variables
con un alto cociente ruido-señal. La corrección del logaritmo propuesta compensa este
efecto porque la influencia de cada variable se relaciona con los datos originales.
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Figura 83: (a) Registros quimioluminiscentes para el montaje en estático, (b) registros
centrados por columnas y (c) registros autoescalados por columnas

El método de preprocesado fue escogido de acuerdo con la mínima suma de
cuadrados de errores residuales de predicción (PRESS) para el modelo de calibración. El
método de preprocesado seleccionado para cada modelo de regresión está listado en la
Tabla 51. La mejor opción es el centrado de los datos en todos los casos.

La complejidad de los modelos lineales convencionales (L-PCR y L-PLS) se
seleccionó de acuerdo con el valor PRESS. Se emplearon diferentes procedimientos de
validación cruzada (método entramado o ventana veneciana, extracción uno a uno o
leave-one-out, bloques de datos continuos, bloques de datos al azar) y test de aleatoriedad
[215]. Para los modelos L-PLS algunos procedimientos de validación cruzada
proporcionaron factores mayores de dos. Sin embargo, los modelos con demasiados
factores sobreajustaron los datos de calibración y contenían una significante cantidad de
información irrelevante relacionada con el ruido, como confirmó el test de aleatoriedad.
Las técnicas lineales necesitaron dos factores para modelar el único constituyente
químico y la no linealidad de los datos quimioluminiscentes (ver Tabla 51).
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Figura 84: (a) Registros con transformación logarítmica, (b) registros con transformación
logarítmica corregida, (c) registros con transformación logarítmica y centrados por columnas y
(d) registros con transformación logarítmica corregida y centrados por columnas

Tabla 51: Modelos de calibración multivariante optimizados
Método

regresión
Preprocesado Variables

seleccionadas
Otros parámetros del

modelo
L-PCR cc pc=2
L-PLS cc lv=2

NL-PCR transformación X X2 + cc pc = 1
NL-PLS cc lv = 1 orden polinomio =  2

SPLS cc lv = 1 orden polin. =  2; nudos = 2
LWR0 cc lv = 1 puntos locales = 4
LWR2 cc lv = 1 puntos locales = 4; α = 0.4
step-X cc 2 - 5 variables

step-XX2 transformación X X2 + cc 2 - 5 variables
step-logX transformación logarítmica + cc 2 - 5 variables
log1-pcr transformación logarítmica + cc pc = 1
log1-pls transformación logarítmica + cc lv = 1
log2-pcr transformación logarítmica corregida + cc pc = 1
log2-pls transformación logarítmica corrected + cc lv = 1

cc: centrados por columnas
lv: variable latentes, pc: componentes principales
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Para los modelos no lineales y las regresiones localmente ponderadas, se obtuvo
una complejidad igual a uno por el procedimiento de validación cruzada leave-one-out y
con el test de aleatoriedad. De modo que las variantes no lineales necesitaron un único
factor como muestra la Tabla 51. Se seleccionó el orden del polinomio en los métodos
NL-PCR, NL-PLS y S-PLS igual a dos mediante el test de aleatoriedad. Dos nudos
fueron seleccionados para el método S-PLS. El número de patrones de calibración en las
regresiones ponderadas localmente (LWR0 y LWR2) fue cuatro con un α = 0.4 para el
método LWR2.

El número de variables para los procedimientos de regresión lineal múltiple por
pasos (stepwise-MLR-X, stepwise-MLR-XX2 y stepwise-MLR-logX) variaron entre dos
y cinco, dependiendo de las condiciones experimentales. Las variables seleccionadas
correspondían a la región de máximos valores, no obstante también se seleccionaron
algunas variables con baja relación señal-ruido.
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Figura 85: Comparación de diferentes transformaciones logarítmicas como métodos de
preprocesado: (a) gráficos de cargas de X para los modelos log1-PLS y log2-PLS para el montaje
en estático. (b) Real frente predicción para datos log y usando modelos log1-PLS y log2-PLS. (c)
Real frente predicción para datos y usando modelos log1-PLS y log2-PLS
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Se obtuvieron modelos lineales convencionales a partir de datos con ambos tipos
de transformación doble logarítmica (log1-PCR, log1-PLS, log2-PCR y log2-PLS). Se
seleccionó una complejidad igual a uno mediante los procedimientos de validación
cruzada y mediante el test de aleatoriedad. Los gráficos de cargas de X obtenidos para
log1-PLS y log2-PLS se muestran en la Figura 85a. La contribución en el modelo de
calibración log1-PLS es similar para todas las variables, aunque es ligeramente superior
para variables con bajo cociente señal-ruido. Por el contrario, la contribución de las
variables en el modelo log2-PLS se relaciona con los datos originales. Así las variables
con bajo cociente ruido-señal tienen mayor contribución al modelo que aquellas con un
alto cociente.

El resultado es una mejor predicción en el conjunto de calibración y en el conjunto
de predicción, como puede observarse en las Figuras 85b y 85c. La desventaja de la
transformación logarítmica como preprocesado es que pequeños errores en la calibración
lineal doble logarítmica se traducen en altos errores de predicción en la concentración
final, de acuerdo a la ley de propagación de errores.

Se obtuvieron los mismos valores optimizados para los modelos de calibración,
dados en la Tabla 51, para las nueve diferentes condiciones experimentales. De las cuales
cuatro habían sido obtenidas del instrumento Hitachi por inyección en flujo, y de las
cinco del instrumento Jasco, cuatro en modo de inyección en flujo y la última en modo
estático.

- Capacidad de predicción de los modelos de calibración
Se seleccionó la raíz de cuadrados medios de los errores (RMSE) como medida de

la capacidad de predicción de los modelos de calibración siendo RMSE = (PRESS/nt)1/2

donde nt
 indica el número de muestras ensayadas. El valor de RMSE fue calculado para

muestras de calibración (RMSEC) y para muestras de predicción (RMSEP).
Los modelos se construyeron usando todos los patrones como muestras de

calibración (RMSEC1) y fueron evaluados por validación cruzada leave-one-out
(RMSEP1), donde solamente una muestra cada vez es extraída de la calibración. En la
etapa de validación, cada muestra se predice con el modelo construido con el resto de
muestras. También se empleó la validación mediante conjuntos de ensayo donde el
conjunto global de datos se divide en dos subgrupos que son utilizados como conjunto de
calibración (RMSEC2) y como conjunto de predicción (RMSEP2).

La robustez de los modelos pudo ser examinada basándose en la similaridad entre
los errores de calibración y los errores de validación y entre ambos modos de validación
estudiados. Si un modelo de calibración sobrajusta los datos de calibración, se observa
una gran diferencia entre los errores de calibración y validación. Este hecho se manifiesta
especialmente cuando diferentes muestras son incluidas en los subconjuntos de
calibración y validación.

Se aplicó un test de Kolmogorov-Smirnov con la finalidad de evaluar si los
resultados RMSE obtenidos en las nueve condiciones experimentales seguían una
distribución normal para cada modelo de calibración ensayado. El test se basa en obtener
la diferencia entre la distribución de datos y la distribución normal y su comparación con
un valor crítico. En todos los casos, la máxima diferencia fue inferior al valor crítico para
n = 9 y α = 0.05 (D = 0.274). Puede considerarse que los resultados siguen una
distribución normal y pueden ser descritos por una media y una desviación estándar.
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Se aplicó un análisis de la varianza de un factor (one-way ANOVA) para
comparar los errores medios de predicción de los diferentes métodos de calibración.
Previamente, la homogenidad de la varianza fue evaluada mediante un criterio de
Cochran. En todos los casos, el valor de Cochran fue inferior al valor crítico (G0.05,18,8 =
0.16). Los valores de F obtenidos fueron 8.73 (RMSEC1), 7.61 (RMSEP1), 12.6
(RMSEC2) y 8.23 (RMSEP2). Por lo tanto, la diferencia entre los errores de predicción
de los diferentes modelos de calibración era significativa.

Los gráficos boxplots de estos errores para las nueve diferentes condiciones
experimentales están representados en la Figura 86. Los valores críticos calculados
incluyendo el 2.5 %, 5 % y 10 % de error bias positivo o negativo para cada
concentración fueron 0.53, 1.06 y 2.12, respectivamente.

Los mejores modelos son NL-PCR, NL-PLS y S-PLS como puede observarse en la
Figura 86. De acuerdo a estos resultados, estos métodos proporcionan errores de
predicción similares con valores inferiores al 5 % y con una baja dispersión, además los
valores fueron similares para RMSEC1 y RMSEC2 y RMSEP1 y RMSEP2. Sin embargo,
el tiempo de cálculo de la regresión S-PLS es superior a las regresiones NL-PCR y NL-
PLS. Se obtuvieron buenos resultados de RMSEC1 y RMSEC2 para LWR0, LWR2, step-
X y step-XX2 pero los valores de RMSEP1 y RMSEP2 fueron malos. Los peores modelos
en predicción fueron obtenidos con los métodos con transformación logarítmica. La
transformación logarítmica corregida proporcionó mejor capacidad predictiva que los
modelos con transformación logarítmica no corregida.

La calibración univariada también proporcionó resultados adecuados, como puede
observarse en la Figura 86, aunque fueron peores que los obtenidos mediante NL-PCR,
NL-PLS y S-PLS. La calibración inversa originó mejores predicciones, no obstante con
una precisión inferior que la obtenida con calibración multivariada.
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Figura 86: RMSE para (a) las muestras de calibración con todas las muestras de calibración (RMSEC1) y (c) con el subconjunto de muestras de
calibración (RMSEC2); para (b) las muestras de predicción con todos los datos usando validación cruzada leave-one-out (RMSEP1) y (d) con el
subconjunto de muestras de validación (RMSEP2). Número de condiciones experimentales = 9
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Con el objetivo de lograr una mejor comparación y clasificación de los métodos de
regresión se realizó un análisis en componentes principales (PCA) y un análisis de
agrupamientos jerárquico [184]. Los objetos fueron los métodos de regresión y el
espacio de las variables fue definido por los valores de RMSEP para los diferentes
calibrados en las distintas condiciones experimentales.

unviariate-log

logarithmlocal weighted

logarithm
correctedlinear

univariate pol

Stepwise-MLR
non-linear

(b)

Figura 87: Gráfico de puntuaciones para los valores RMSEP obtenidos mediante (a)
validación cruzada leave-one-out con varianza explicada en el bloque X de PCA1: 56.4 %, PCA2:
31.8 % y PCA3: 5.0 % y (b) mediante validación cruzada test con varianza explicada en el bloque
X de PCA1: 57.2 %, PCA2: 29.9 % y PCA3: 12.7 %.
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El PCA ha sido aplicado en estudios de intercomparación donde una muestra es
analizada por diferentes métodos y/o laboratorios. En estos casos, el PCA muestra las
posibles discrepancias o tendencias en las concentraciones predichas. En este estudio, se
evalúa la capacidad de predicción de los métodos de calibración.

En las Figura 87a y 87b, se presentan los gráficos de puntuaciones en el espacio
de las tres primeras componentes principales de los valores RMSEP obtenidos mediante
validación cruzada leave-one-out y mediante validación cruzada en el subconjunto de
predicción, respectivamente. La distribución en grupos se basó en las familias de
métodos: métodos logarítmicos univariados, métodos polinómicos univariados, métodos
no lineales, métodos de regresión local, métodos lineales, métodos de selección por pasos
y métodos de transformación logarítmica. Las variantes del preprocesado logarítmico no
corregido (log1-PCR y log1-PLS), que corresponden a los peores métodos, tuvieron una
alta proyección en la PCA1. Por el contrario, los métodos más exactos, como los métodos
no lineales, tuvieron pequeñas proyecciones en el espacio de las componentes principales.

El análisis de agrupamientos detecta similitudes entre objetos considerando la
distancia entre ellos. Este método se basa en la clasificación al centroide más cercano, de
modo que un objeto es asignado al cluster con la menor distancia entre dicho objeto y el
centro del cluster. En este estudio, los métodos con capacidad de predicción similar para
las diferentes situaciones de calibración estarán unidos en el dendrograma y que su
distancia de separación será pequeña.

En las Figura 88a y 88b, se representan los dendrogramas para los valores
RMSEP obtenidos mediante validación cruzada leave-one-out y mediante validación
cruzada en el subconjunto de predicción, respectivamente. Considerando NL-PLS como
el método de referencia, ya que es el que proporciona menores errores de predicción, el
orden de conexiones al cluster podrá considerarse como el orden de capacidad de
predicción. El orden aproximado es: métodos no lineales, métodos de regresión local,
métodos lineales y de selección por pasos y finalmente los métodos de transformación
logarítmica. Las variantes PCR y PLS de todos los métodos de regresión ensayados
proporcionaron errores de predicción similares, en consecuencia aparecieron unidos en
los dendrogramas. Otra pareja de métodos que estuvieron íntimamente relacionados en
estos gráficos fueron LWR2 y S-PLS. Una posible razón es que ambos métodos realizan
una calibración ponderada basada en la distancia entre muestra y los puntos de
calibración. Además, las pequeñas diferencias en la robustez de los métodos han sido
ensalzadas con el análisis de agrupamientos.

Por lo tanto, el PCA y el análisis de agrupamientos son estrategias sencillas y
efectivas para la comparación de métodos proporcionando una fácil interpretación de los
resultados.
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Figura 88: Dendograma para los valores RMSEP obtenidos mediante (a) validación
cruzada leave-one-out. y (b) validación cruzada test

- Aplicación: determinación en muestra de agua
Los diferentes modelos de calibración fueron aplicados para la determinación de

cromo en muestras de agua que contenían al analito en diferentes concentraciones. El
método quimioluminiscente se ha empleado para la determinación de Cr (III) mediante
medida directa y para la determinación de Cr total mediante reducción previa.

Los resultados fueron comparados con los valores obtenidos mediante el método de
referencia. El método de referencia implica la reacción con la difenilcarbazida en
disolución ácida [1]. En este método, la concentración de Cr (VI) es obtenida por media
directa y la concentración de Cr total tras una oxidación previa. La concentración de Cr
(III) se calculó por diferencia.

Tabla 52: Predicción de las muestras de agua: concentración de Cr (III) y Cr total (µg/l)
obtenida empleando NL-PLS como método de calibración para diferentes condiciones de celda,
instrumento o montaje.

muestra 1 m. fortificada 1
2.5 µg/l Cr(III)
2.5 µg/l Cr(VI)

muestra 2 m. fortificada 2
20 µg/l Cr(III)
20 µg/l Cr(VI)

Cr(III) Cr
total

Cr(III) Cr
total

Cr(III) Cr
total

Cr(III) Cr total

Método Referencia 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ± 0.2 40.8 ± 0.9
Instr. cuarzo 1.2 ± 0.2 1.3 ± 0.3 3.3 ± 0.2 5.6 ± 0.2 2.0 ± 0.2 1.1 ± 0.2 22.2 ± 0.5 40.6 ± 1.4

A hélice 1.3 ± 0.4 1.4 ± 0.2 3.3 ± 0.3 5.8 ± 0.5 2.0 ± 0.2 0.8 ± 0.2 18.3 ± 0.8 40.6 ± 0.5
espiral 1.6 ± 0.2 1.7 ± 0.2 3.4 ± 0.4 5.7 ± 0.9 2.0 ± 0.2 1.3 ± 0.1 19.9 ± 0.4 41 ± 2.4
nudo 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.3 3.5 ± 0.2 6.6 ± 0.9 1.9 ± 0.2 2.4 ± 0.2 19.9 ± 0.9 39.7 ± 1.5

Instr. cuarzo 1.5 ± 0.5 1.8 ± 0.2 3.5 ± 0.5 6.2 ± 0.2 2.3 ± 0.2 1.7 ± 0.2 19.3 ± 0.2 41 ± 2
B hélice 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.4 ± 0.4 6.2 ± 0.6 2.2 ± 0.2 1.7 ± 0.1 20.3 ± 0.7 38.6 ± 2.1

espiral 1.6 ± 0.4 1.8 ± 0.2 3.8 ± 0.4 6.1 ± 0.7 2.1 ± 0.2 2.2 ± 0.3 - 38 ± 2
nudo 1.7 ± 0.4 1.7 ± 0.2 3.6 ± 0.4 6.0 ± 0.2 1.4 ± 0.2 2.1 ± 0.1 18.1 ± 0.5 39.2 ± 0.5

en
estático

- - - - 1.4 ± 0.2 1.7 ± 0.8 22.8 ± 1.5 38.3 ± 1.1

Número de réplicas de muestra 3
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La Tabla 52 muestra la concentración de Cr (III) y Cr total obtenidas mediante el
método de calibración NL-PLS. La Tabla 53 incluye los valores de RMSEP calculados
como diferencia entre los métodos de referencia y quimioluminiscente. También incluye
las recuperaciones obtenidas para la cantidad adicionada y los parámetros de las
regresiones lineales entre concentraciones del método propuesto y del método de
referencia (cmétodo propuesto frente cmétodo de referencia).

Tabla 53: Predicción de las muestras de agua: Parámetros de comparación entre el
método propuesto y el método de referencia, porcentajes de recuperación para las muestras
fortificadas para diferentes condiciones experimentales. Número de réplicas = 3

RMSEP
predicho frente referencia % recuperación

muestra 1
% recuperación

muestra 2
ordenada pendiente R2 syx Cr(III) Cr tot Cr(III) Cr tot

Instr cuarzo 0.89 -0.1 ± 0.9 1.02 ± 0.06 0.9969 0.9 83 ± 9 87 ± 8 101 ± 2 99 ± 3
A hélice 0.85 -0.4 ± 0.7 0.99 ± 0.04 0.998 0.7 80 ± 18 87 ± 10 84 ± 4 100 ± 1

espiral 0.81 -0.2 ± 0.3 1.01 ± 0.02 0.9996 0.3 73 ± 16 79 ± 17 93 ± 2 99 ± 6
nudo 1.02 0.5 ± 0.3 0.96 ± 0.02 0.9997 0.2 72 ± 4 92 ± 19 90 ± 12 93 ± 4

Instr cuarzo 0.66 0.0 ± 0.5 1.00 ± 0.03 0.9992 0.4 78 ± 30 90 ± 3 89 ± 1 98 ± 4
B hélice 1.07 0.3 ± 0.5 0.95 ± 0.03 0.999 0.5 79 ± 16 94 ± 14 90 ± 4 92 ± 5

espiral 1.35 0.4 ± 0.4 0.91 ± 0.02 0.9994 0.4 89 ± 22 85 ± 15 - 89 ± 6
nudo 0.94 0.2 ± 0.6 0.94 ± 0.04 0.9983 0.6 78 ± 22 87 ± 5 82 ± 3 93 ± 1

estático 1.31 0.6 ± 1.7 1.0 ± 0.2 0.9882 2.4 - - 108 ± 8 92 ± 3
Número de réplicas de muestra 3

Se obtuvieron valores de RMSEP similares para las diferentes celdas de detección
y diferentes instrumentos. Estos resultados corraboran la robustez del método NL-PLS
frente a las diferentes condiciones experimentales ensayadas. Las recuperaciones
alcanzadas fueron cercanas al 100 %. La unidad estaba incluida en el intervalo de
confianza de la pendiente y valor cero estaba incluido en el intervalo de confianza de la
ordenada en el origen. Como puede observarse, en todos los casos los resultados
estuvieron de acuerdo con los valores de referencia y las cantidades adicionadas,
independientemente de la celda de detección o instrumento.

Se calcularon los estadísticos de consistencia h y k de Mandel [184] que permiten
describir la variabilidad en el conjunto de datos y detectar inconsistencias. El estadístico h
estudia especialmente la variabilidad de los resultados medios obtenidos a cada nivel y el
estadístico k compara las desviaciones estándar de los factores en estudio. Los valores de
los estadísticos h y k calculados para las diferentes condiciones experimentales están
representados en la Figura 90a y 90b, respectivamente. En todos los casos, los valores de
h y k fueron inferiores a un nivel del 1 y 5 %, excepto para algunos niveles de
concentración. No obstante se pueden considerar resultados consistentes.
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Figura 90: Estadístico h de Madel (a) y estadístico k de Madel (b) para la concentración
de Cr(III) y Cr total obtenidas mediante calibración NL-PLS para diferentes condiciones
experimentales. Número de muestras = 8 con 3 réplicas.

La predicción de las muestras también se calculo usando los otros métodos de
calibración: univariado, lineal, no lineal, ponderado local, MLR por pasos, regresiones
con transformación logarítmica y logarítmica corregida. Como ejemplo, la Tabla 54
muestra las concentraciones de Cr (III) y Cr total obtenidas usando los modelos de
calibración construidos para la celda de detección en nudo en el instrumento A.

La Tabla 55 incluye los valores de RMSEP calculados como diferencia entre los
métodos de referencia y quimioluminiscente. También incluye las recuperaciones
obtenidas para la cantidad adicionada y los parámetros de las regresiones lineales entre
concentraciones del método propuesto y del método de referencia (cmétodo propuesto frente
cmétodo de referencia).

Tabla 54: Predicción de las muestras de agua: concentración de Cr (III) y Cr total (µg/l)
obtenida empleando la celda en nudo en el instrumento A para diferentes métodos de regresión.
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muestra 1 m. fortificada 1 muestra 2 m. fortificada 2
Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr

total
Método de referencia 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ±

0.2
40.8 ±

0.9
Univariada log-d 1.5 ± 0.4 1.7 ± 0.3 3.5 ± 0.5 5.8 ± 1.0 1.6 ± 0.4 1.6 ± 0.5 21 ± 2 43 ± 3

log-i 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.3 3.6 ± 0.6 5.8 ± 1.0 1.7 ± 0.4 1.7 ± 0.5 20 ± 3 42 ± 3
pol-d 1.4 ± 0.5 1.6 ± 0.4 3.5 ± 0.6 5.7 ± 1.0 1.6 ± 0.4 1.5 ± 0.6 20 ± 2 40 ± 2
pol-i 1.4 ± 0.4 1.6 ± 0.4 3.5 ± 0.6 5.7 ± 1.0 1.7 ± 0.4 1.6 ± 0.6 20 ± 3 39 ± 2

Lineal L-PCR 1.4 ± 0.4 1.6 ± 0.4 3.4 ± 0.4 5.7 ± 1.1 1.6 ± 0.6 1.9 ± 0.5 20 ± 1 41 ± 4
L-PLS 1.5 ± 0.4 1.6 ± 0.4 3.4 ± 0.4 5.6 ± 1.1 1.7 ± 0.7 1.7 ± 0.6 20 ± 2 39 ± 4

No NL-PCR 1.4 ± 0.4 1.6 ± 0.4 3.4 ± 0.4 5.7 ± 1.1 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.6 20 ± 2 40 ± 2
lineal NL-PLS 1.4 ± 0.4 1.6 ± 0.4 3.4 ± 0.4 5.7 ± 1.1 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.6 20 ± 2 40 ± 2

S-PLS 1.6 ± 0.5 1.8 ± 0.5 3.4 ± 0.4 5.6 ± 1.0 1.6 ± 0.4 1.6 ± 0.6 20 ± 2 40 ± 2
Ponderada LWR0 1.7 ± 1.0 1.8 ± 0.9 3.8 ± 1.1 5.8 ± 1.8 1.8 ± 1.0 1.9 ± 1.4 19 ± 3 40 ± 3

local LWR2 1.5 ± 0.5 1.7 ± 0.5 3.5 ± 0.8 5.7 ± 1 1.5 ± 0.4 1.7 ± 0.6 20 ± 2 40 ± 2
MLR stepX 1.5 ± 0.4 1.8 ± 0.4 3.5 ± 0.5 5.6 ± 1 1.9 ± 0.8 1.5 ± 1.5 21 ± 5 38 ± 6

pos pasos stepXX2 1.5 ± 0.4 1.7 ± 0.5 3.5 ± 0.5 5.7 ± 0.9 1.7 ± 1.0 1.5 ± 0.7 21 ± 6 38 ± 5
steplog 1.5 ± 0.6 1.8 ± 1.3 3.9 ± 1.5 5.5 ± 1.2 2.1 ± 0.8 1.7 ± 0.8 20 ± 2 38 ± 6

Logaritmo log1PCR 2.3 ± 1.4 1.9 ± 0.9 3.9 ± 1.1 6 ± 2 1.5 ± 0.5 2.1 ± 0.6 18 ± 2 43 ± 6
log1PLS 2.2 ± 1.2 1.9 ± 0.8 3.8 ± 1 6 ± 2 1.5 ± 0.5 2.1 ± 0.6 18 ± 2 43 ± 6

Logaritmo log2PCR 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.4 3.5 ± 0.4 5.8 ± 1.1 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.4 20 ± 2 42 ± 2
corregido log2PLS 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.4 3.5 ± 0.4 5.8 ± 1.1 1.6 ± 0.4 1.7 ± 0.4 20 ± 2 42 ± 2

Número de réplicas de muestra 3

Tabla 56: Predicción de las muestras de agua: Parámetros de comparación entre el
método propuesto y el método de referencia, porcentajes de recuperación para las muestras
fortificadas para diferentes métodos de regresión. Número de réplicas = 3

RMSEP
predicho frente referencia % recuperación

muestra 1
% recuperación

muestra 2
ordenada pendiente R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

log-d 1.49 -0.2 ± 0.3 1.05 ± 0.02 0.9997 0.3 77 ± 13 81 ± 21 80 ± 12 103 ± 22
log-i 1.40 -0.1 ± 0.4 1.02 ± 0.02 0.9995 0.3 80 ± 14 81 ± 21 77 ± 14 101 ± 22
pol-d 1.07 0.0 ± 0.3 0.97 ± 0.02 0.9997 0.3 83 ± 15 83 ± 21 77 ± 15 95 ± 24
pol-i 1.04 0.1 ± 0.3 0.97 ± 0.02 0.9997 0.3 82 ± 15 83 ± 21 77 ± 15 95 ± 23

L-PCR 1.62 0.0 ± 0.2 0.99 ± 0.02 0.9998 0.2 78 ± 12 83 ± 22 91 ± 14 97 ± 24
L-PLS 1.51 0.1 ± 0.3 0.97 ± 0.02 0.9997 0.3 77 ± 11 80 ± 22 92 ± 17 94 ± 24

NL-PCR 1.08 0.0 ± 0.2 0.98 ± 0.02 0.9998 0.2 78 ± 12 83 ± 23 92 ± 11 95 ± 25
NL-PLS 1.08 0.0 ± 0.2 0.98 ± 0.02 0.9998 0.2 78 ± 12 83 ± 23 92 ± 11 95 ± 25
S-PLS 1.10 0.1 ± 0.3 0.97 ± 0.02 0.9996 0.3 73 ± 13 78 ± 23 93 ± 11 95 ± 24
LWR0 1.79 0.1 ± 0.4 0.98 ± 0.03 0.9993 0.4 85 ± 30 81 ± 41 88 ± 31 96 ± 46
LWR2 1.14 0.1 ± 0.3 0.98 ± 0.02 0.9997 0.3 80 ± 19 79 ± 22 93 ± 18 95 ± 23
stepX 1.83 0.3 ± 1.0 0.94 ± 0.06 0.996 0.9 77 ± 14 77 ± 21 96 ± 19 90 ± 35

stepXX2 2.14 0.3 ± 1.0 0.94 ± 0.06 0.996 1.0 78 ± 14 79 ± 21 99 ± 23 91 ± 23
steplog 2.46 0.3 ± 0.4 0.94 ± 0.03 0.9992 0.4 95 ± 32 73 ± 36 88 ± 34 92 ± 28

log1PCR 2.74 0.1 ± 1.4 1.02 ± 0.09 0.993 1.3 66 ± 36 87 ± 47 82 ± 25 102 ± 45
log1PLS 2.69 0.0 ± 1.4 1.02 ± 0.09 0.993 1.3 67 ± 32 87 ± 44 82 ± 23 103 ± 43
log2PCR 1.27 -0.2 ± 0.5 1.03 ± 0.03 0.9991 0.5 78 ± 12 82 ± 24 91 ± 11 102 ± 25
log2PLS 1.27 -0.2 ± 0.5 1.03 ± 0.03 0.9991 0.5 78 ± 12 82 ± 24 91 ± 11 102 ± 25

Número de réplicas de muestra 3

Como puede observarse los mejores resultados se obtuvieron para NL-PCR, NL-
PLS, S-PLS y LWR2. Este hecho que está de acuerdo con las conclusiones establecida en
el apartado previo basadas en los valores RMSEP. Las recuperaciones alcanzadas fueron
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en la mayoría de los casos cercanas al 100 %. La unidad estaba incluida en el intervalo de
confianza de la pendiente y valor cero estaba incluido en el intervalo de confianza de la
ordenada en el origen.

Los valores de h y k calculados para los diferentes métodos de regresión se
representan en la Figura 90a y 90b, respectivamente. Los valores de los métodos LWR0,
log1PCR y log1PLS indican resultados inconsistentes en la media y en la desviación
estándar. Se confirma que el preprocesado logarítmico no corregido proporciona peores
resultados.
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Figura 90: Estadístico h de Madel (a) y estadístico k de Madel (b) para la concentración
de Cr(III) y Cr total obtenidas para la celda en nudo en el instrumento A para diferentes métodos
de calibración. Número de muestras = 8 con 3 réplicas.
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3.3.2.5- TRANSFERENCIA DE CALIBRACIÓN PARA DATOS NO

LINEALES

- Esquema de la metodología empleada
El diagrama de flujo de la Figura 91 muestra  la estrategia propuesta. Para la

situación primaria o referencia, fueron medidos un conjunto de calibración para
establecer el modelo de calibración. En la situación secundaria, se midieron el conjunto
de validación y los conjuntos de muestras. En el conjunto de validación incluye el
subconjunto necesario para la estandarización y los otros patrones usados para evaluar la
precisión y exactitud de la transferencia. El subconjunto primario-secundario sirve para
estimar la matriz de transformación. Para la transferencia de la respuesta obtenida en la
situación secundaria a la primaria se emplearon DS y PDS para el conjunto de validación
y d muestras. El conjunto de validación sirvió para establecer la influencia de cada factor
de estandarización y a partir del conjunto de muestras se proporcionó los resultados de
concentración en las mismas.

Figura 91: Diagrama de flujo de las etapas de calibración, estandarización y predicción
en la estrategia propuesta

Ocho condiciones experimentales diferentes fueron medidas en la configuración
α. En el espectrofotómetro de fluorescencia Hitachi F-4500 (Instrumento A), las
disoluciones patrón fueron medidas con un procedimiento FI con cuatro celdas de
detección (a1: cuarzo, a2: en hélice, a3: en espiral y a4: en nudo). Con el espectrofotómetro
de fluorescencia Jasco FP-750 (Instrumento B) se midieron con un procedimiento FI con
las cuatro celdas de detección (b1, b2, b3 y b4).
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Además, para este último instrumento, se disponía de un módulo portador de
muestra con una entrada para jeringa y sistema agitador permitiendo medir las
disoluciones en un modo en estático (configuración β). Estos nueve modelos de
calibración fueron considerados como modelos primarios o de referencia.

El estudio de los factores de estandarización, descritos en Tabla 56 , implicó la
medida del conjunto de validación en la situación secundaria, la aplicación del método de
estandarización y la predicción con el modelo de calibración obtenido en la situación de
referencia. En la se describen los diferentes factores de estandarización y las posibles
combinaciones considerando una posible situación de referencia. Por ejemplo, el estudio
del factor celda-instrumento significó: (1) medir las disoluciones de Cr en un instrumento
diferente (B) y celdas de flujo diferentes (b1, b2, b3 o b4), (2) obtener el conjunto de
transferencia y (3) predecir la concentración para los diferentes modelos de calibración
calculados con los conjuntos de calibración del instrumento (A) y las diferentes celdas de
flujo (a1, a2, a3 o a4). La predicción de las muestras reales de agua siguió una estrategia
equivalente.

Para el intervalo de 0 - 50 µg/L de cromo, la relación entre señal de
quimioluminiscencia y concentración es no lineal. Los parámetros de los métodos NL-
PCR y NL-PLS fueron optimizados de acuerdo al criterio de calidad, es decir, predicción
de la concentración de cromo. Un centrado en columna fue seleccionado como método de
preprocesado de los datos. Se escogieron una componente principal para NL-PCR y una
variable latente para NL-PLS. También se seleccionó un polinomio de segundo orden
para ambos métodos. Las dimensiones de las matrices eran (26 × 150) para cada
situación.

Tabla 56: Resumen de factores de estandarización estudiados
Tiempo Instrumento Celda de flujo Montaje Factor

t A a α situación referencia
t A a α situación referencia auto-transferencia
t A b α celda
t B a α instrumento
t B b α instrumento-celda
t A - β montaje
t B - β montaje-instrumento
t’ A a α tiempo
t’ A b α tiempo-celda
t’ B a α tiempo-instrumento
t’ B b α tiempo-celda-instrumento
t’ A - β tiempo-montaje
t’ B - β tiempo-montaje-instrumento

- Optimización de los parámetros de transferencia
Los procedimientos DS y PDS utilizan las medidas de un subconjunto de muestras

en ambas situaciones con la finalidad de obtener la matriz de transferencia. Fueron
optimizados el subconjunto de estandarización y los parámetros de estandarización, como
el tamaño de la ventana en el método PDS. Estos parámetros fueron escogidos de acuerdo
a la menor suma de cuadrados de errores residuales de predicción (PRESS). Los valores
de PRESS fueron calculados a partir de muestras de ensayo y usando los diferentes
modelos de calibración (NL-PCR y NL-PLS).
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La elección del subconjunto de estandarización adecuado es una etapa crítica y
esta selección debe estar basada en criterios de estabilidad física y química y de
representatividad [196,197]. Para la búsqueda de muestras representativas se han
propuesto diferentes métodos de selección de subconjuntos. En este estudio tampoco se
seleccionó el criterio basado en los valores de leverage propuesto por Wang et al. [193].
Sino que el criterio de selección fue escoger muestras que cubrieran todo el espacio
experimental, ya que proporciona resultados más robustos [189].

Para diferentes tamaños de los subconjuntos y para ambos modelos de
calibración, se obtuvieron los valores de PRESS para los modelos DS y PDS incluyendo
diferentes muestras en el subconjunto. Para diferentes tamaños de los subconjuntos (3-5),
se fijaron 1-3 patrones mientras que los restantes 2 patrones fueron variables. En la
Figura 92, se muestran ejemplos de las superficies de respuesta donde se  representaron
las líneas de contorno de valores de PRESS. Como puede derivarse de esta figura, los
resultados obtenidos para un tamaño de subconjunto de tres fueron similares a los
obtenidos para cuatro o cinco. Si se eligen un correcto diseño, un tamaño de conjunto
mayor no mejora los resultados y solamente supone un esfuerzo experimental
innecesario. El símbolo X en la Figura 92a indica un subconjunto óptimo compuesto por
los patrones número 5, 12 y 23 (1,10,40 µg/L). Este subconjunto con mejores resultados
corresponde a patrones de diferentes niveles de concentración (baja-media-alta).

5 10 15 20 25

n ú m e r o   p a t r ó n

5

10

15

20

25

n 
ú 

m
 e

 r 
o 

  p
 a

 t 
r ó

 n

0

10

20

30

40

50

        (a)
Patrón fijado
        23

5 10 15 20 25

n ú m e r o   p a t r ó n

5

10

15

20

25

n 
ú 

m
 e

 r 
o 

  p
 a

 t 
r ó

 n

        (b)
Patrones fijados
    15 y 23

5 10 15 20 25

n ú m e r o   p a t r ó n

5

10

15

20

25

n 
ú 

m
 e

 r 
o 

  p
 a

 t 
r ó

 n

        (c)
Patrones fijados
   5, 15 y 23

Figura 92: Líneas de contorno PRESS de las superficies de respuesta para la transferencia
de calibración entre la celda en espiral (celda primaria o referencia) y la celda de flujo de
fluorescencia de cuarzo (celda secundaria) para diferentes tamaños del subconjunto: (a) 3, (b) 4 y
(c) 5. Un patrón con una numeración alta significa alta concentración de cromo. Método
estandarización: PDS

Para el método PDS se ensayaron diferentes tamaños de ventana manteniendo fijo
el resto de parámetros de transferencia (situación secundaria, situación primaria, tamaño
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de subconjunto). El incremento de la ventana del método PDS tiene una débil influencia
en el valor de PRESS resultante. Por lo tanto, el óptimo tamaño de ventana fue de 7 de
acuerdo al menor error de predicción y al menor tiempo de computación.

En estas condiciones, la transferencia de los registros con el tiempo resultó efectiva
para el subconjunto de patrones. En la Figura 93 se muestra un ejemplo de esta
transferencia del registro intensidad quimioluminiscente frente tiempo. En este caso, el
subconjunto se había medido en diferentes condiciones experimentales de instrumento,
celda y tiempo. Como puede deducirse de la gráfica, los registros obtenidos en las
condiciones secundarias (Figura 93b) y después de la estandarización con el método DS
o PDS encajaban perfectamente con los registros obtenidos en las condiciones primarias
(Figura 93a).
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Figura 93: (a) Registros quimioluminiscentes para las muestras del subconjunto medidas
con la celda en espiral en el instrumento A y tiempo t' (antes estandarización). (b) Registros
quimioluminiscentes para las muestras del subconjunto medidas con la celda en nudo en el
instrumento B y tiempo t y registros quimioluminiscentes transferidos usando los métodos DS y
PDS para las muestras del subconjunto medidas con una celda en espiral en el instrumento A y
tiempo t’(después estandarización).

- Factores de estandarización
Todas las situaciones a tiempo t fueron consideradas como situaciones primarias y

se obtuvieron los modelos de calibración para cada situación de referencia. Se aplicaron
los métodos DS y PDS para lograr la estandarización de los patrones medidos en una
situación instrumental diferente usando los parámetros de transferencia óptimos. La
Tabla 57 muestra el diseño de posibles combinaciones estableciendo como situación
primaria tiempo t, montaje α o β, instrumento A o B, y celda de flujo 1, 2, 3 o 4. Los
valores de predicción fueron calculados usando el modelo de calibración de cada
situación de referencia. La raíz del error cuadrado medio de predicción (RMSEP) se
consideró como el parámetro adecuado para medir la calidad del proceso de transferencia
de calibración. RMSEP = (PRESS/n)1/2 donde n indica el número de muestras ensayadas.

Los valores de RMSEP se obtuvieron para factores de estandarización como celda
de detección, instrumento, montaje o tiempo usando NL-PLS como método de
calibración. Para cada factor, hay un número diferente de combinaciones posibles,
consecuentemente un número diferente de posibles transferencias de calibración.
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Tabla 57: Combinaciones para las diferentes transferencias de calibrados. Las
abreviaturas usadas: auto-transferencia (stand), factor celda (c), factor instrumento (i), factor
montaje (a), tiempo (t) y sus combinaciones

situación referencia(t)
α β

a1 a2 a3 a4 b1 b2 b3 b4

a1 stand c c c i c-i c-i c-i a
a2 c stand c c c-i i c-i c-i a
a3 c c stand c c-i c-i i c-i a
a4 c c c stand c-i c-i c-i i a
b1 i c-i c-i c-i stand c c c a-i
b2 c-i i c-i c-i c stand c c a-i
b3 c-i c-i i c-i c c stand c a-i

α

b4 c-i c-i c-i i c c c stand a-isi
tu

ac
io

n 
se

cu
nd

ar
ia

(t
)

β a a a a a-i a-i a-i a-i stand
a1 t t-c t-c t-c t-i t-c-i t-c-i t-c-i t-a
a2 t-c t t-c t-c t-c-i t-i t-c-i t-c-i t-a
a3 t-c t-c t t-c t-c-i t-c-i t-i t-c-i t-a
a4 t-c t-c t-c t t-c-i t-c-i t-c-i t-i t-a
b1 t-i t-c-i t-c-i t-c-i t t-c t-c t-c t-a-i
b2 t-c-i t-i t-c-i t-c-i t-c t t-c t-c t-a-i
b3 t-c-i t-c-i t-i t-c-i t-c t-c t t-c t-a-i

α

b4 t-c-i t-c-i t-c-i t-i t-c t-c t-c t t-a-isi
tu

ac
io

n 
se

cu
nd

ar
ia

(t
 ’)

β t-a t-a t-a t-a t-a-i t-a-i t-a-i t-a-i t

Se aplicó el test de Kolmogorov-Smirnov [184] para evaluar si los errores
obtenidos para todas las combinaciones seguían una distribución normal para cada factor
de estandarización ensayado. El test se basa en obtener las diferencias entre la
distribución de datos y la distribución normal y compararlas con un valor crítico. En
todos los casos, la máxima diferencia fue menor que el valor crítico para α = 0.05 y n>3.
Se pudo considerar que los resultados seguían una distribución normal y podían ser
descritos por la media y desviación estándar.

Los gráficos boxplot de estos errores para las diferentes condiciones
experimentales, usando estandarización DS y PDS, están expuestos en la Figura 94.
También se incluye el número de situaciones transferidas para cada caso.

Para la situación de referencia, se calcularon los valores de RMSEP para la
calibración y validación. Los modelos NL-PLS proporcionaron un valor de SEP entre
0.4-1.4 (ver Figura 94). La auto-tranferencia de la situación de referencia proporcionó
resultados similares. Esto hecho confirmó que se trataba de un criterio de selección
adecuado para elegir el subconjunto de transferencia.

Los valores de RMSEP obtenidos para la transferencia de calibrados entre
diferentes celdas, entre ambos instrumentos y para la combinación de ambos factores
fueron 0.4-2. La estandarización de montajes proporcionó valores de RMSEP 1-2.5 (ver
Figura 94). Finalmente, el tiempo que se trata de un factor importante en la
estandarización, fue estudiado para diferentes combinaciones.
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Figura 94: RMSEP para diferentes factores de estandarización. Estos valores fueron
calculados usando los métodos de estandarización DS (a) o PDS (b) y usando modelos NL-PLS.
Se incluyen el número de réplicas de transferencias de calibración menos anómalos para cada
factor.

Las abreviaturas usadas son: conjunto de calibración (calib), validación cruzada leave-
out-one (valid), auto-transferencia (stand), factor celda (c), factor instrumento (i), factor montaje
(a), factor tiempo (t) y sus combinaciones.
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La transferencia de calibración en el tiempo originó errores en predicción 1-3.5. Se
obtuvieron valores similares para la combinación del factor tiempo con los factores celda,
instrumento o ambos factores. Los valores RMSEP usando estandarización DS o PDS
fueron similares, como puede deducirse de las respectivas Figuras 94a y 94b. Resultados
análogos se obtuvieron empleando modelos NL-PCR.

La estandarización entre montajes fue un resultado destacado. Significa que una
muestra puede ser medida usando un montaje en estático y su concentración puede ser
predicha empleando la calibración realizada usando un montaje en flujo, o viceversa. Esto
es posible a pesar que los registros quimioluminiscentes son diferentes. Un montaje en
estático proporciona un rápido pico asimétrico que puede ser descrito como un rápido
incremento de la intensidad de luz y una lenta caída mientras que un montaje en flujo
proporciona un pico distorsionado. Se logró una apta transferencia de calibrados usando
el método DS o el método PDS pero con un tamaño de ventana grande, ver Figura 94.
Por lo tanto, la transferencia de calibrados entre señales QL obtenidas con diferentes
montajes, como un procedimiento en estático y un procedimiento por inyección en flujo,
fue posible proporcionando errores estándar de predicción aceptables.

Finalmente, se evaluó la recalibración empleando los tres mismos patrones que
habían sido usados en la estandarización. Las predicciones calculadas fueron siempre
peores.

- Aplicación: determinación en muestras de agua
La transferencia de calibrado fue aplicada para la determinación de Cr en muestras

de agua que contenían el analito a diferentes concentraciones. El método
quimioluminiscente fue empleado para la determinación de Cr (III) mediante la medida
directa y para la determinación de Cr total mediante reducción previa. Para la
transferencia de calibrados, fueron también medidas tres disoluciones patrón de diferentes
niveles de concentración (baja-media-alta). Por lo tanto, la matriz de datos consistía en
los registros de los patrones (3 × 150) y los registros de las réplicas muestras para cada
situación.

Los resultados fueron comparados con los valores obtenidos con el método de
referencia. Este método implica una reacción con la difenilcarbazida en medio ácido [1].
En este método, la concentración de Cr (VI) se obtiene por medida directa y la
concentración total por oxidación previa y el Cr (III) por diferencia.

La Tabla 58a expone las concentraciones de Cr (III) y Cr total obtenidas por DS y
PDS como métodos de estandarización y NL-PLS como método de calibración. Las
muestras fueron medidas en diferentes condiciones instrumentales como celda,
instrumento, celda-instrumento, montaje, montaje-instrumento y diferente tiempo.

La Tabla 58b incluye el RMSEP que fue calculado como la diferencia entre el
método quimioluminiscente y el método de referencia. También se incluyen los
porcentajes de recuperación de la cantidad adicionada y los parámetros de la regresión
lineal entre la concentración del método propuesto y el del método de referencia (cmétodo

propuesto frente cmétodo referencia).

Los factores instrumentales con mayor influencia en la señal originaron valores de
RMSEP mayores. Las recuperaciones fueron cercanas al 100 %. La unidad estaba
incluida en el intervalo de confianza de la pendiente y el cero estaba incluido en el
intervalo de confianza de la ordenada. Como puede deducirse, en todos los casos los
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resultados fueron coincidentes con los valores de referencia y cantidades adicionadas,
independientemente de la celda de detección y del instrumento.

Adicionalmente, se calcularon los estadísticos de consistencia de Mandel (h y k).
Como se mencionó en la sección anterior se trata de un método gráfico para describir la
variabilidad del conjunto de datos y buscar inconsistencias. El estadístico h estudia
esencialmente la variabilidad de los resultados medios obtenidos a cada nivel y el
estadístico k compara las desviaciones estándar para cada factor en estudio. Los valores
de h y k calculados para las diferentes condiciones transferidas se recogen en la Figura
95. En todos los casos, h y k fueron menores que el nivel 1 y 5 %, excepto para algunos
niveles de concentración pero no pueden ser considerados inconsistentes.

- Comparación con otros modelos de calibración
En esta sección, la influencia de la etapa de estandarización en la capacidad de

predicción para los modelos NL-PCR y NL-PLS se comparó con las obtenidas con
diferentes modelos de calibración.

Las aproximaciones en la calibración que se compararon fueron: métodos lineales
convencionales (regresión componentes principales (PCR) y mínimos cuadrados parciales
(PLS)), métodos no lineales (otra variante no lineal del PLS (S-PLS) y variantes de la
regresión ponderadas localmente (LWR0 y LWR2)), métodos lineales combinados con
selección de variables realizada en los datos originales o transformados (procedimientos
de regresión lineal múltiple por pasos (step-X, step-XX2 y step-logX)) y transformación
doble logarítmica previa a regresión lineal (variante del PLS (log-PLS)). En la Tabla 51,
están recopilados el método de preprocesado seleccionado, variables seleccionadas y
otros parámetros del modelo para cada método de calibración.

Con la finalidad de obtener una mejor comparación y clasificación de los métodos
de regresión, se realizó un procedimiento de análisis de agrupamientos jerárquico
(método basado distancia euclidea e inter-grupos) y un análisis en componentes
principales (PCA) [184]. Los objetos son los métodos de regresión y el espacio de las
variables está definido por los valores RMSEP para los diferentes factores de
estandarización. Por lo tanto, los métodos con capacidad de predicción similar en las
diferentes situaciones de calibración estarán unidos en un dendrograma por pequeñas
distancias y próximos en un gráfico de puntuaciones.

En la Figura 96a y 96b, se presentan los dendrogramas para los valores RMSEP
obtenidos por la estandarización DS y PDS, respectivamente. NL-PCR y NL-PLS, que
proporcionaron los menores errores de predicción, estban unidos a los otros métodos con
distancias grandes. Por lo tanto, estos métodos son los mejores modelos en condiciones
de transferencia.

Se obtuvieron los gráficos de puntuaciones en el espacio PCA1-PCA2-PCA3
calculados a partir de los valores RMSEP para la estandarización DS y PDS. Los gráficos
mostraron una distribución basada en familias de métodos: métodos no lineales, métodos
de regresión local, métodos lineales y de selección stepwise y métodos con
transformación logarítmica. Los métodos más exactos tenían pequeñas proyecciones en el
espacio de las componentes principales.



Tabla 58: (a) Concentración (µg/L) Cr (III) y Cr total para diferentes factores de estandarización mediante DS y PDS como métodos de estandarización
y NL-PLS como método de calibración. (b) Parámetros de comparación entre los métodos propuestos y el de referencia y recuperaciones obtenidas para la
cantidad adicionada
 (a) Método DS PDS

Referencia tiempo tiempo-
celda

tiempo-
instr.

tiempo-
celda-
instr.

montaje montaje-
instr.

tiempo tiempo-
celda

tiempo-
instr.

tiempo-
celda-
instr.

montaje montaje-
instr.

Réplicas de
transferencias

- 9 24 8 24 8 8 9 24 8 24 8 8

muestra 1 Cr(III) 1.5 ± 0.3 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 - - 1.5 ± 0.2 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.3 1.4 ± 0.3 - -
Cr tot 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 - - 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 - -

m- 1
fortificada

Cr(III) 3.2 ± 0.3 3.7 ± 0.3 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 - - 3.7 ± 0.3 3.6 ± 0.3 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 - -

2.5 µg/l Cr(III)
2.5 µg/l Cr(VI)

Cr tot 6.1 ± 0.4 6.3 ± 0.2 6.3 ± 0.2 6.3 ± 0.3 6.3 ± 0.2 - - 6.2 ± 0.2 6.2 ± 0.2 6.3 ± 0.3 6.3 ± 0.3 - -

muestra 2 Cr(III) 1.8 ± 0.3 1.9 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.0 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.3 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.2 ± 0.2 2.0 ± 0.4 1.9 ± 0.3
Cr tot 1.6 ± 0.4 0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.2 1.2 ± 0.3 1.1 ± 0.4 1.0 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.8 ± 0.3

m- 2
fortificada

Cr(III) 20.2 ± 0.2 21.7 ± 0.2 21.0 ± 0.6 21.2 ± 0.5 21.0 ± 0.7 21.3 ± 0.9 20.2 ± 0.2 19.3 ± 0.8 19.5 ± 0.7 20.4 ± 0.6 19.7 ± 0.6 19.5 ± 1.0 15.6 ± 0.8

20 µg/l Cr(III)
20 µg/l Cr(VI)

Cr tot 40.8 ± 0.9 38 ± 1 39 ± 2 37 ± 3 37 ± 1 38 ± 4 41 ± 3 41 ± 2 41 ± 1 41 ± 1 41 ± 1 37 ± 1 43 ± 2

instr. = instrumento. Número de réplicas = 3

(b) DS PDS
tiempo tiempo-

celda
tiempo-

instr.
tiempo-
celda-
instr.

montaje montaje-
instr.

tiempo tiempo-
celda

tiempo-
instr.

tiempo-
celda-
instr.

montaje montaje-
instr.

rmsep 1.03 0.81 1.45 1.27 1.31 0.25 0.47 0.42 0.4 0.39 2.07 2.59
ordenada 0.3 ± 1.1 0.2 ± 0.3 0.4 ± 0.5 0.4 ± 0.4 -0.4 ± 0.5 -0.9 ± 0.4 -0.2 ± 0.2 -0.2 ± 0.2 -0.1 ± 0.2 -0.2 ± 0.2 -0.4 ± 0.4 -1.3 ± 1
pendiente 0.96 ± 0.07 0.96 ± 0.05 0.92 ± 0.07 0.93 ± 0.06 0.97 ± 0.08 1.02 ± 0.05 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 0.92 ± 0.06 1.04 ± 0.15

R2 0.995 0.998 0.994 0.996 0.994 0.997 0.999 0.999 0.999 0.999 0.996 0.980
syx 1.0 0.7 1.1 1.0 1.2 0.8 0.5 0.5 0.4 0.4 0.9 2.3

%  recup. m-1 Cr(III) 89 ± 15 88 ± 17 88 ± 16 88 ± 17 68 ± 5 65 ± 7 87 ± 15 88 ± 15 91 ± 18 92 ± 18 47 ± 24 50 ± 23
%  recup. m-1 Cr total 94 ± 5 93 ± 5 93 ± 6 94 ± 5 53 ± 10 52 ± 12 92 ± 4 92 ± 4 94 ± 7 93 ± 7 55 ± 4 32 ± 11
%  recup. m-2 Cr(III) 99 ± 1 95 ± 3 96 ± 3 95 ± 4 98 ± 5 93 ± 1 90 ± 4 91 ± 4 96 ± 3 93 ± 3 87 ± 5 68 ± 4
%  recup. m-2 Cr total 94 ± 1 95 ± 6 90 ± 8 91 ± 2 93 ± 10 99 ± 7 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 3 89 ± 3 104 ± 4



instr. = instrumento. . Número de réplicas = 3



(a)

-3

-2

-1

1

2

3

t t-c t-i t-i-c a a-i
factores transferencia

es
ta

dí
st

ic
o 

- h

1%

-5%

5%

-1%

(b)

0

1

2

3

t t-c t-i t-i-c a a-i
 factores transferencia

es
ta

dí
st

ic
o 

- k

1%

5%

(c)

-3

-2

-1

1

2

3

t t-c t-i t-i-c a a-i
factores transferencia

es
ta

dí
st

ic
o 

- h

1%

-5%

5%

-1%

(d)

0

1

2

3

t t-c t-i t-i-c a a-i
 factores transferencia

es
ta

dí
st

ic
o 

- k

1%

5%

Figura 95: Estadísticos de Madel para las concentraciones de Cr (III) y Cr total obtenidos mediante NL-PLS como método de calibración para
diferentes factores de transferencia. Número de muestras = 8 con 3 réplicas. (a) estadístico  h con DS, (b) estadístico  k con DS, (c) estadístico  h con PDS y (d)
estadístico  k con PDS. Las abreviaturas usadas son: factor celda (c), factor instrumento (i), factor montaje (a), factor tiempo (t) y sus combinaciones.
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 (a) (b)

Figura 96: Dendrograma de los valores de RMSEP para los diferentes métodos de
calibración: (a) método DS  y (b) método PDS.

Tabla 59: Concentración (µg/L) de Cr (III) y Cr total obtenidas en condiciones de
transferencia tipo tiempo-celda: (a) DS y (b) PDS

(a) muestra 1 m. fortificada 1 muestra 2 m. fortificada 2
Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr

total
Método de referencia 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ± 0.2 40.8 ± 0.9

Lineal L-PCR 2.0 ± 0.2 2.1 ± 0.2 3.8 ± 0.4 6.0 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 19.5 ± 0.3 41 ± 3
L-PLS 1.8 ± 0.2 1.9 ± 0.2 3.7 ± 0.4 5.9 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.4 ± 0.2 19.9 ± 0.2 41 ± 3

No NL-PCR 1.5 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.0 ± 0.6 39 ± 2
lineal NL-PLS 1.5 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.0 ± 0.6 39 ± 2

S-PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.8 ± 0.5 6.7 ± 0.3 2.1 ± 0.3 1.0 ± 0.2 20.9 ± 0.5 39 ± 2
Ponderada LWR0 1.5 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.3 ± 0.6 6.0 ± 0.2 1.8 ± 0.2 1.3 ± 0.2 20.9 ± 0.2 40 ± 2

local LWR2 1.3 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.5 ± 0.2 6.3 ± 0.5 2.3 ± 0.3 0.9 ± 0.2 20.2 ± 0.5 39 ± 2
MLR stepX 1.9 ± 0.2 2.0 ± 0.2 3.9 ± 0.4 6.2 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.6 ± 0.2 20.8 ± 0.3 39 ± 2

pos pasos stepXX2 1.7 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.9 ± 0.4 6.4 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.7 ± 0.4 33 ± 4
steplog 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.9 ± 0.5 6.6 ± 0.3 2.2 ± 0.2 2.2 ± 0.6 20.5 ± 0.4 40 ± 3

Logaritmo log1PCR 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.2 20.0 ± 0.3 38 ± 2
log1PLS 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.2 20.2 ± 0.3 38 ± 2

Logaritmo log2PCR 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.6 ± 0.3 20.8 ± 0.5 39 ± 2
corregido log2PLS 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.6 ± 0.3 20.8 ± 0.5 39 ± 2

(b) muestra 1 m. fortificada 1 muestra 2 m. fortificada 2
Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr

total
Método de referencia 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ± 0.2 40.8 ± 0.9

Lineal L-PCR 2.2 ± 0.2 2.2 ± 0.2 4.1 ± 0.2 6.3 ± 0.5 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.2 17.3 ± 0.4 42.7 ± 1
L-PLS 2.4 ± 0.2 2.2 ± 0.2 4.1 ± 0.2 6.4 ± 0.6 1.8 ± 0.2 2.5 ± 0.2 16.0 ± 0.5 41.7 ± 1.8

No NL-PCR 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41.2 ± 1.5
lineal NL-PLS 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41.2 ± 1.5

S-PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.7 ± 0.2 1.6 ± 0.6 1.0 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41 ± 1.6

Ponderada LWR0 2.3 ± 0.4 2.2 ± 0.3 4.3 ± 0.4 7.5 ± 1.2 1.6 ± 0.2 2.6 ± 0.5 17.3 ± 0.5 38.3 ± 1.6
local LWR2 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.9 ± 0.5 6.3 ± 0.5 1.3 ± 0.2 1.0 ± 0.2 18.8 ± 1.0 40.7 ± 1.1

MLR stepX 3.2 ± 0.9 3.1 ± 0.7 4.9 ± 0.7 5.5 ± 0.4 2.0 ± 0.2 3.7 ± 0.2 15.7 ± 0.5 37 ± 5
pos pasos stepXX2 2.4 ± 1.1 3.3 ± 1.5 4.6 ± 0.8 6.2 ± 0.7 1.8 ± 0.2 2.4 ± 0.3 18.7 ± 0.9 30 ± 3

steplog 1.5 ± 0.3 1.5 ± 0.3 3.8 ± 0.6 6.2 ± 0.3 2.9 ± 1.4 2.3 ± 0.2 19.5 ± 0.6 39.3 ± 1.8

Logaritmo log1PCR 2.2 ± 0.3 2.0 ± 0.2 4.2 ± 0.3 6.7 ± 0.5 2.2 ± 0.2 2.6 ± 0.2 16.8 ± 0.3 38.8 ± 1.9
log1PLS 2.2 ± 0.2 2.0 ± 0.2 4.2 ± 0.3 6.7 ± 0.5 2.2 ± 0.2 2.6 ± 0.2 16.8 ± 0.3 38.9 ± 1.9

Logaritmo log2PCR 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 19.0 ± 0.6 42.5 ± 0.4
corregido log2PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 19.0 ± 0.6 42.5 ± 0.4

Número de réplicas = 3 y número de réplicas de transferencias de calibración = 24
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También se comparó la predicción de muestras. Como ejemplo, la Tabla 59
muestra la concentración de Cr (III) y Cr total obtenidas usando los modelos de
calibración medidos con una celda diferente y en un diferente punto temporal, mediante
el empleo del respectivo método de estandarización DS o PDS.

La Tabla 60 incluye el RMSEP, que fue calculado como la diferencia entre el
método quimioluminiscente y el método de referencia y la recuperación de la cantidad
adicionada. En todos los casos se obtuvieron resultados aceptables.

Tabla 60: Parámetros de comparación entre los métodos propuestos y el método de
referencia y recuperaciones obtenidas para la cantidad adicionada. (a) DS y (b) PDS

(a)
RMSEP

predicho frente referencia % recuperación
muestra 1

% recuperación
muestra 2

ordenada pendiente R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total
L-PCR 0.45 0.3 ± 0.4 0.98 ± 0.03 0.999 0.4 73 ± 15 78 ± 5 87 ± 2 98 ± 8
L-PLS 0.28 0.2 ± 0.3 0.99 ± 0.02 0.999 0.3 75 ± 16 80 ± 5 89 ± 1 98 ± 8

NL-PCR 0.82 0.2 ± 0.8 0.96 ± 0.05 0.998 0.7 88 ± 17 93 ± 5 95 ± 3 95 ± 6
NL-PLS 0.81 0.2 ± 0.8 0.96 ± 0.05 0.998 0.7 88 ± 17 93 ± 5 95 ± 3 95 ± 6
S-PLS 0.89 0.2 ± 0.9 0.96 ± 0.05 0.997 0.8 103 ± 20 107 ± 6 94 ± 3 94 ± 6
LWR0 0.34 0.0 ± 0.4 1.00 ± 0.03 0.999 0.4 73 ± 25 84 ± 4 96 ± 1 98 ± 3
LWR2 0.87 0.2 ± 0.6 0.95 ± 0.04 0.999 0.5 90 ± 11 91 ± 9 89 ± 3 94 ± 5
stepX 0.87 0.5 ± 0.6 0.95 ± 0.04 0.998 0.6 77 ± 16 83 ± 5 94 ± 1 92 ± 3

stepXX2 2.75 0.9 ± 2.0 0.84 ± 0.12 0.979 1.9 88 ± 18 94 ± 5 99 ± 2 80 ± 11
steplog 0.49 0.4 ± 0.5 0.98 ± 0.03 0.999 0.4 103 ± 19 104 ± 7 92 ± 2 95 ± 8

log1PCR 0.88 0.4 ± 0.4 0.94 ± 0.03 0.999 0.4 93 ± 17 94 ± 5 90 ± 2 91 ± 5
log1PLS 0.86 0.4 ± 0.4 0.94 ± 0.03 0.999 0.4 93 ± 17 95 ± 5 90 ± 2 91 ± 5
log2PCR 0.8 0.3 ± 0.7 0.96 ± 0.04 0.998 0.6 95 ± 17 97 ± 5 93 ± 3 93 ± 4
log2PLS 0.8 0.3 ± 0.7 0.96 ± 0.04 0.998 0.6 95 ± 17 97 ± 5 93 ± 3 93 ± 4

(b)
RMSEP

predicho frente referencia % recuperación
muestra 1

% recuperación
muestra 2

ordenada pendiente R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total
L-PCR 1.29 0.1 ± 1.6 1.01 ± 0.1 0.991 1.5 74 ± 12 81 ± 10 78 ± 2 102 ± 2
L-PLS 1.63 0.3 ± 2.0 0.97 ± 0.12 0.985 1.8 68 ± 7 83 ± 12 71 ± 3 98 ± 4

NL-PCR 0.42 -0.2 ± 0.5 1.01 ± 0.03 0.999 0.5 88 ± 15 92 ± 4 91 ± 4 100 ± 4
NL-PLS 0.42 -0.2 ± 0.5 1.01 ± 0.03 0.999 0.4 88 ± 15 92 ± 4 91 ± 4 100 ± 4
S-PLS 0.46 -0.1 ± 0.6 1.00 ± 0.03 0.999 0.5 102 ± 17 106 ± 5 89 ± 4 100 ± 4
LWR0 1.57 0.8 ± 1.1 0.9 ± 0.07 0.994 1.0 81 ± 25 107 ± 24 78 ± 2 89 ± 4
LWR2 0.62 -0.1 ± 0.7 0.99 ± 0.04 0.998 0.7 101 ± 22 94 ± 10 88 ± 5 99 ± 3
stepX 2.45 1.3 ± 1.5 0.84 ± 0.09 0.988 1.4 68 ± 46 48 ± 16 69 ± 3 83 ± 12

stepXX2 3.82 1.7 ± 1.3 0.73 ± 0.08 0.989 1.2 87 ± 56 58 ± 32 85 ± 4 70 ± 7
steplog 0.76 0.5 ± 0.5 0.95 ± 0.03 0.999 0.4 91 ± 26 94 ± 8 83 ± 8 93 ± 5

log1PCR 1.53 0.7 ± 1.2 0.91 ± 0.07 0.994 1.1 80 ± 16 93 ± 10 73 ± 1 90 ± 5
log1PLS 1.51 0.7 ± 1.2 0.91 ± 0.07 0.994 1.1 80 ± 16 93 ± 10 73 ± 1 91 ± 5
log2PCR 0.76 -0.3 ± 0.8 1.03 ± 0.05 0.998 0.7 93 ± 13 96 ± 5 87 ± 3 102 ± 1
log2PLS 0.77 -0.3 ± 0.8 1.03 ± 0.05 0.998 0.7 93 ± 13 96 ± 5 87 ± 3 102 ± 1

Los valores de h y k calculados para las diferentes condiciones transferidas se
recogen en la Figura 97. Varios valores de LWR0 y de los métodos MLR-stepwise
indicaron la presencia de resultados inconsistentes en la media y en la desviación
estándar.

Como conclusión se podría mencionar que los métodos NL-PCR y NL-PLS han
sido los mejores modelos para la predicción de la concentración de cromo en los patrones
y muestras con o sin etapa de estandarización.
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Figura 97: Estadísticos de Madel para las concentraciones de Cr (III) y Cr total considerando la transferencia tiempo-celda para los diferentes

métodos de calibración. Número de muestras = 8 con 3 réplicas. (a) estadístico  h con DS, (b) estadístico  k con DS, (c) estadístico  h con PDS y (d)
estadístico  k con PDS
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3.3.2.6.- CONCLUSIONES
A pesar de que la reacción quimioluminiscente entre el luminol y el peróxido de

hidrógeno catalizada por Cr (III) ha sido ampliamente descrita en la bibliografía
científica, la etapa de calibración no ha sido estudiada con detalle. Por lo tanto, en este
capítulo se han intentado responder las siguientes preguntas:

- ¿Cómo localizar el intervalo lineal de respuesta, si existe una dependencia no
lineal entre la señal y la concentración cuando se considera el intervalo útil de
concentraciones?

- ¿Aporta ventajas la calibración multivariada frente la calibración univariada
tradicional?

- ¿Qué modelos de calibración podrían emplearse en el intervalo lineal y en el
intervalo no lineal?

- ¿Cómo se pueden comparar la robustez de los modelos frente a diferentes
condiciones experimentales y cuál sería la clasificación de los modelos en términos de
predicción?

- ¿Aporta ventajas la estandarización multivariada frente a la recalibración?
- ¿Es posible una transferencia de calibración cuando la respuesta sigue una

relación lineal o no lineal y qué criterios se deben emplear para la selección de
parámetros?

- ¿Está afectada la robustez de los métodos de regresión en estas condiciones?
- ¿Cuál es el efecto en la predicción de muestras reales en términos de exactitud y

precisión?
Ninguna de estas preguntas se había planteado en el área del análisis

quimioluminiscente aunque la importancia de este tipo de estudio está extensamente
demostrada porque muchas determinaciones están basadas en la relación entre señal y
concentración no lineal. El uso de unos buenos modelos de calibración es importante
para la obtención de resultados exactos y precisos aunque la validez de los modelos de
calibración es limitada. Además aunque en otras áreas se había estudiado la
estandarización multivariada con respuestas lineales y la calibración multivariada con
modelos no lineales, la combinación estandarización y calibración multivariada en
presencia de no linealidad es un estudio original. La solución propuesta aúna las ventajas
de modelos exactos y flexibilidad en diferentes condiciones experimentales con reducción
de los esfuerzos experimentales

- El intervalo de concentraciones con respuesta lineal ha sido localizado mediante
un método de calibración robusta. Esta opción es una aproximación rigurosa y efectiva
para delimitar el rango de concentraciones donde se pueden aplicar modelos lineales en
condiciones de garantía.

- En este capítulo se han expuesto las posibilidades de la calibración multivariada
frente a calibración univariada para relaciones entre señal y concentración lineales o no
lineales.

Los métodos univariados ensayados han sido regresiones lineales, doble
logarítmicas y regresiones polinómicas en sus aproximaciones directa e inversa. A pesar
de proporcionar resultados bastante aceptables, los parámetros analíticos en términos de
predicción son mejorados con el uso de métodos multivariantes. Esto se debe básicamente
al uso de mayor información, al emplearse más variables y minimizar la influencia del
ruido inherente del registro. Paralelamente, la robustez asociada a estos parámetros es
intrínsecamente inferior como han puesto de manifiesto muchos autores.
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Los métodos multivariados ensayados abarcan la mayoría de los métodos descritos
en la bibliografía para el estudio de no linealidades en la calibración. Además, estos
métodos son conceptualmente sencillos, su aplicación es simple al ser fácilmente
programables, han sido contrastados en varias áreas del análisis y utilizados en diferentes
determinaciones.

- Los métodos estudiados se agrupan en métodos lineales convencionales (PCR y
PLS), métodos no lineales (variantes no lineales del PCR o PLS y regresiones localmente
ponderadas), métodos lineales combinados con una selección de variables realizada en los
datos originales o en los datos transformados (procedimientos basados en la regresión
lineal por pasos). También se han evaluado el uso de transformaciones doble logarítmicas
y de la nueva transformación doble logarítmica previa a la regresión.

Se han desarrollado distintas estrategias para la rigurosa y metódica comparación
de métodos que abarcan desde el estudio de los errores en calibración y predicción con
diferentes modos de validación, análisis de la varianza y de la normalidad, gráficos de
cajas, análisis en componentes principales y análisis de agrupamientos. Algunas de las
estrategias propuestas se emplean por primera vez para la interpretación sencilla, gráfica
y fundamentada en estudios de comparación de predicción de modelos.

Se ha comprobado que los mejores métodos son PLS para el intervalo lineal y NL-
PCR y NL-PLS para el intervalo no lineal. Proporcionan las mejores capacidades de
predicción con una adecuada precisión para la determinación estudiada. La tradicional
calibración univariada no lineal, en la aproximación directa o inversa, puede ser mejorada
con la metodología propuesta. Adicionalmente se ha establecido el orden de las familias
de modelos en términos de predicción.

- Nuestro estudio ha mostrado que los modelos directos (sin estandarización) o
modelos univariados con estandarización proporcionan resultados inadecuados. Por el
contrario, la combinación de estandarización y calibración multivariada pueden
aplicarse satisfactoriamente empleando los métodos DS y PDS para la estandarización.
La transferencia de calibración aporta ventajas frente a la recalibración aunque se produce
un pequeño incremento en la predicción de error pero la reducción de los esfuerzos
experimentales es muy significativa. Además, la velocidad total de análisis se
incrementada significativamente. Este hecho es especialmente importante para datos no
lineales porque la recalibración en nuevas condiciones experimentales necesita un alto
número de patrones. El empleo de superficies de respuesta para representar los errores de
predicción es muy útil para optimizar los parámetros de transferencia y obtener errores de
predicción adecuados para este tipo de determinaciones.

- Los métodos de transferencia de calibrado están influidos de forma diferente para
diferentes condiciones experimentales. Un cambio de celda de detección, de instrumento
o de ambos factores puede ser estandarizado con errores bajos. La influencia de
variaciones con el tiempo ha sido minimizada. Hay que destacar que se ha demostrado
que la transferencia entre registros basados en modos de inyección distintos es factible
proporcionando errores aceptables. La robustez de los diferentes modelos ha sido
evaluada comprobándose que la clasificación de métodos se mantiene a pesar de estos
factores.
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-  La aplicabilidad al análisis de cromo en diferentes matrices acuosas ha sido
garantizada mediante la comparación con el método de referencia, ensayos de
recuperación y estudios estadísticos de consistencia. Se ha evaluado la precisión y
exactitud en la predicción de muestras con diferentes modelos de estandarización,
calibración y en diferentes condiciones.

Comparando los resultados obtenidos en las tres fases del estudio y con los niveles
de concentración de cromo en agua (límite superior 50 µg/L-Directiva Europea
98/83/EC), se puede proponer una estrategia de análisis. La estandarización multivariada
es una metodología eficiente cuando las condiciones experimentales han cambiado
independientemente de la concentración de cromo. Los modelos de calibración
multivariada no lineal son útiles para diferentes concentraciones de cromo. Sin embargo,
los modelos de calibración multivariada lineal suministran mejores resultados para
muestras con una concentración de cromo inferior a 15 µg/L.

Finalmente, mencionar que el requisito práctico de reducción en el esfuerzo
experimental es particularmente importante en análisis de control como son los ensayos
de la calidad del agua. Si bien ha sido destinada para la determinación de Cr(III), Cr(VI)
o Cr total en esta tesis, la mayoría de los resultados podrían extenderse para otras
reacciones quimioluminiscentes similares o cualquier tipo de determinación basada en
una respuesta no lineal en función de la concentración del analito en estudio.
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3.3 .3 . -   SIMULTANEOUS
ANALYSIS OF CHROMIUM AND COBALT

3.3.3.1.- INTRODUCTION
A) CONSIDERATIONS ABOUT SIMULTANEOUS

ANALYSIS
B) COMMUTATION IN FLOW ANALYSIS
C) THEORETICAL BACKGROUND OF HPSAM

FOR STOPPED-FLOW
- HPSAM for flow injection manifold
- HPSAM for continuous flow manifold

3.3.3.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
- Batch procedure
- Flow procedure
- Solutions
- Sampling

3.3.3.3.- NON-AUTOMATIC METHOD
- Study of chemiluminescence signal
- Evaluation of calibration models
- Accuracy validation

3.3.3.3.- AUTOMATIC METHOD
- Optimisation of chemiluminescence signal
- Unicomponent and univariate models
- PLS and HPSAM models
- Determination in water samples

3.3.3.4.- CONCLUSIONS
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3.3.3.1.- INTRODUCCIÓN
A) CONSIDERACIONES SOBRE EL ANÁLISIS SIMULTÁNEO

Existen numerosas estrategias para la determinación simultánea de mezclas
sin la incorporación de una etapa de separación. Generalmente se buscan
diferencias en la reactividad química o en la evolución con el tiempo.

En los métodos quimioluminiscentes, se han propuesto varias estrategias
para la determinación simultánea de diferentes especies quimioluminiscente
luminol-H2O2. Generalmente se requieren procedimientos de pre-tratamiento o
separación. Se ha descrito el uso de agentes enmascarantes [168], separadores en
fase membrana [216] o limpieza de muestra con resinas intercambiadoras de iones
[217]. La cromatografía iónica con detección quimioluminiscente ha sido propuesta
para la determinación simultánea de alguno metales [218,219]. Sin embargo la
limitación es la incompatibilidad de la fase móvil con las condiciones de reacción
requeridas para la reacción post-columna [157]. Se ha usado un detector basado en
un dispositivo de carga acoplada para la adquisición del perfil espectral
quimioluminiscente completo. La determinación simultánea se alcanza empleando
la discriminación por longitud de onda o por resolución matemática [220,221]. El
uso de dos reacciones diferentes ha sido descrito para la determinación de cobalto y
hierro en el mismo montaje [166]. La emisión diferenciada en el tiempo también ha
sido utilizada para la determinación de cobalto y cobre [222].

Varias mezclas de compuestos se han resuelto mediante métodos de flujo
detenido [223-229]. Se han descrito métodos cinéticos basados en montajes en
flujo y detección quimioluminiscente, que aprovechan diferencias temporales en el
efecto activador [230, 231] o inyección temporal [232].

Del mismo modo, las herramientas quimiométricas ejercen un papel
fundamental en la búsqueda de selectividad. Se ha aplicado la regresión en
mínimos cuadrados parciales (PLS, partial least squares) para la determinación
de mezclas de compuestos en muestras de aguas. Se han resuelto mezclas de
compuestos orgánicos [233,234] y de iones metálicos [235,236] mediante
aproximaciones multivariadas para la determinación multicomponente o como
forma de eliminación de interferentes. Como se comentó en el capítulo II.B.2, el
método de adición estándar del punto H (HPSAM) se trata de otro método de
calibración multivariada útil para estudios en el equilibrio y cinéticos. El método
ha sido desarrollado para la determinación de concentraciones del analito sin error
sistemático en situaciones donde se conoce la presencia de interferentes directos
y/o blanco total de Youden. Todos estos procedimientos no han sido adaptados a
los registros quimioluminiscentes.

B) CONMUTACIÓN EN EL ANÁLISIS EN FLUJO
Los sistemas tipo interruptor controlados por ordenador son ampliamente

usados en diferentes áreas analíticas, emplean la conmutación en flujo para lograr
la automatización de las etapas analíticas. Se ha demostrado la posibilidad de aunar
en línea la limpieza de la muestra, preconcentración, extracción o dilución
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mediante sistemas acoplados que utilizan válvulas de conmutación. Muchas de las
estrategias descritas provienen del campo de la cromatografía [237].

No obstante, la multiconmutación es una aproximación reciente en el
análisis en flujo [238]. Para llevarla a cabo se utilizan diferentes dispositivos de
conmutación como las válvulas solenoides de tres vías. Esta aproximación se ha
empleado para realizar el muestreo binario, enmascaramiento, reducción del
consumo de reactivo, determinaciones secuenciales y gestión secuencial de
reactivos incompatibles [239-243].

Varias aplicaciones del análisis en flujo mediante multiconmutación han sido
propuestas en el análisis del agua: metales mayoritarios [244], fenoles [245,246] o
aniones [247,248].

En este capítulo, se planteó la determinación simultánea de cromo y cobalto
en muestras de agua. Como se mencionó en la introducción, generalmente las
aguas subterráneas y superficiales contienen niveles muy bajos de estos metales
pero a menudo se introducen en el ciclo hídrico desde los residuos industriales.
Muchas de sus formas son tóxicas y sus emisiones deben ser cuidadosamente
monitorizadas. Consecuentemente, la concentración máxima de cobalto y cromo
está fijada por directivas europeas. La determinación de elementos traza en
muestras de agua requiere técnicas analíticas con sensibilidad y selectividad
suficientemente altas. Muchos métodos analíticos han sido propuestos para la
determinación de cobalto y/o cromo como la electroforesis capilar [249], la
activación neutrónica [250], la fluorescencia de rayos X [251,252], la
espectroscopia de absorción atómica [253,254], ICP-espectroscopia atómica [255]
o ICP-espectroscopia de masas [251,256].

Considerando la situación del análisis simultáneo se platearon una serie de
objetivos que incluían el desarrollo de configuraciones con multiconmutación y el
uso de herramientas quimiométricas,.

En una primera etapa del estudio, se analizaron los registros
quimioluminiscentes en términos de aditividad y robustez con la concentración. Se
empleó la regresión PLS para modelar los registros quimioluminiscente obtenidos
mediante un procedimiento en estático y no automático. No se encuentran
referencias en la literatura sobre la determinación simultánea con regresión PLS en
análisis quimioluminiscente. Los métodos propuestos se validarán evaluando las
predicciones de disoluciones patrón y del material estándar de referencia para
aguas naturales.

En la segunda parte del capítulo, y una vez puesto de relieve tanto la
robustez con la concentración como la aditividad de los registros
quimioluminiscentes en estático, se proponen dos dispositivos automáticos donde
el ordenador controla una válvula de seis vías y una válvula rotatoria. La finalidad
es obtener curvas intensidad-tiempo de forma automática ensayando dos montajes.

En el primer montaje, la muestra se inserta en la disolución portadora. El
registro intensidad-tiempo se compone de dos regiones divididas en el punto donde
se detiene el flujo. Antes del máximo de intensidad, el registro obtenido es típico
de un sistema de inyección en flujo. Después del máximo, el registro responde a un
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sistema en condiciones de flujo detenido. En esta región, la respuesta es resultado
de la cinética de descomposición de las especies quimioluminiscentes.

El segundo montaje es de flujo continuo, la muestra se suministra a través
de una de las corrientes durante un intervalo de tiempo dado. Antes de la parada del
flujo, el registro obtenido es típico de un sistema de inyección continua de muestra,
es decir un valor más o menos estabilizado. Después, se observará una caída de la
intensidad quimioluminiscente como consecuencia de la descomposición o
destrucción de la especie emisora.

Se ha abordado la determinación simultánea de Cr y Co midiendo la
quimioluminiscencia de la reacción entre el luminol y el peróxido de hidrógeno de
forma automática. Los datos cinéticos se resolverán mediante HPSAM de modo
que se calcularán las concentraciones de ambos metales libres de error sistemático.
Los resultados se compararon con la regresión PLS. Este estudio supondrá el inicio
del desarrollo de los modos de calibración propuestos en el grupo de investigación
al análisis quimioluminiscente.

La utilidad del nuevo método se validará analizando un material de
referencia certificado y mediante estudios de recuperación. Se aplicará a la
determinación simultánea de cobalto y cromo en varias muestras de agua.

C) FUNDAMENTOS DEL HPSAM PARA EL ANÁLISIS EN FLUJO
DETENIDO

Considerando una muestra S constituida por una mezcla binaria de la especie
X y de la especie Y, si las respuestas son aditivas, la señal de la muestra a un tiempo
ti será contribución de ambas especies (SS,i = SX,i + SY,i), donde SS,i, SX,i y SY,i son la
señal de la muestra, la señal de la especie X y la señal de la especie Y a ti,
respectivamente

- HPSAM para el montaje de inyección en flujo
En la Figura 98, se representa un ejemplo de un registro obtenido con el

montaje de inyección en flujo.
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Figura 98: Señal analítica para el montaje de inyección en flujo y posterior parada
del flujo
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Para la determinación de la especie X, HPSAM se basa en la selección de
dos tiempos ti y tj de modo que las señales interferentes de Y sea iguales SY,i = SY,j

(∆SY,i,j = 0). ti corresponde a la región en flujo y tj corresponde a la región con el
flujo detenido.

La diferencia de señales a ambos tiempos ti y tj para la muestra será:
∆SS,i,j = SS,j – SS,i = SX,j + SY,j – SX,i – SY,j = ∆SX,i,j + ∆SY,i,j = ∆SX,i,j  [ec.35]

Por lo tanto, una calibración basada en la adición estándar de la especie X
proporciona los valores de las pendientes de calibración Mi y Mj a los tiempos
previamente seleccionados ti y tj. En ausencia de efecto matriz, los valores Mi y Mj
pueden ser calculados directamente a partir de curvas de calibración con patrones
de la especie X. Estas líneas de calibración interceptan en el punto H, con
coordenadas (-cH, SH). El punto H es función únicamente de la concentración de
analito (cX) expresada por la siguiente ecuación:

X
ij

jiX

ij

jiS
H c

MM
S

MM
S

c =
−

=
−

=− ,,,, ∆∆
    [ec.36]

La concentración de la especie Y puede ser calculada por interpolación del
valor SH en una curva de calibración convencional. Otra posibilidad es desarrollar
una ecuación similar a la [ec.35] para la especie Y donde ∆SX,i,j = 0.

El método se aplica generalmente empleando más de una única pareja de
variables (ti, tj), en consecuencia presenta todas las características de  un método
multivariable. La selección de los incrementos se basa en considerar los mejores
cocientes entre la respuesta del analito y el ruido.

- HPSAM para el montaje de flujo continuo
En este capítulo, se modifica el K-ratio [257,258], una variante del HPSAM,

para datos obtenidos en un montaje de flujo detenido y con flujo continuo de
muestra. En la Figura 99, se muestra ejemplos de registros obtenidos con este
sistema en flujo continuo.
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Figura 99: Señal analítica para el procedimiento en flujo continuo y posterior
parada del flujo
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El método se basa en una propiedad muy conocida de la mayoría de registros
analíticos. Por ejemplo en espectrofotometría, el cociente de absorbancia a dos
longitudes de onda seleccionadas es constante para un compuesto puro. De hecho
se emplea en cromatografía para la detección de picos solapados [259,260]. El
estudio de los registros quimioluminiscentes ha demostrado que el cociente de las
señales a dos tiempos también es constante para un compuesto puro. Tomando dos
tiempo ti y tj, se define el cociente KX,i,j para la especie X como:

jX

iX
jiX S

S
K

,

,
,, =     [ec.37]

es decir como el cociente entre la señal a tiempo ti  (SX,i) y la señal a tiempo tj (SX,j)
para la especie X. Por lo que la sustración SX,i - KX,i,j ⋅ SX,j será siempre igual cero.

Planteando esta diferencia ponderada de señales a ambos tiempos ti y tj para
la muestra se obtiene la siguiente expresión:

SS,i - KX,i,j ⋅ SS,j = SX,i + SY,i – KX,i,j ⋅ SX,j – KX,i,j ⋅ SY,j = SY,i – KX,i,j ⋅ SY,j [ec.38]

Por lo tanto, este incremento de señales ponderado solamente es dependiente
de la especie Y. Una calibración basada en la adición estándar de la especie Y
proporciona los valores de las pendientes de calibración a los tiempos previamente
seleccionados ti y tj. En ausencia de efecto matriz, estos valores pueden ser
calculados directamente a partir de las pendientes de las curvas de calibrado
obtenidas con patrones de la especie Y. Aunque en ocasiones el método de adición
estándar es el único que garantiza la calidad de los resultados porque es la única
aproximación que mantiene constante la contribución del interferente.

La siguiente etapa es estimar la concentración de la especie Y en las
muestras. La concentración puede ser fácilmente calculada interpolado el
correspondiente valor SS,i - KX,i,j ⋅ SS,j en las gráficas de calibrado SY,i – KX,i,j ⋅ SY,j vs.
cY.
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3.3.3.2.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
- Aparatos y reactivos
Para las medidas en estático, se utilizó el espectrofotómetro de fluorescencia

Jasco FP-750, ver Figura 14(a). La emisión de luz se registró a 425 nm con una
celda de cuarzo de un camino óptico 1 cm. Las disoluciones patrón o las muestras
fueron inyectadas usando una jeringa digital Hamilton.

Para las medidas en flujo, se empleo un detector quimioluminiscente Jasco
CL-1525, una válvula de inyección de 6 vías LabPro Rheodyne y una válvula de
selección de flujo de  6 posiciones LEA, ver Figura 15. El sistema se controlaba en
el entorno cromatográfico Borwin y con la interfaz Hercule lite ver Figura 15. Se
usó una bomba peristáltica Gilson Miniplus para impulsar los reactivos hacia la
celda de flujo. Para la bomba peristáltica, se empleó tubería Tygon (d.i. = 0.8, 2.0 y
2.5 mm). El resto de la tubería era de PTFE de diámetro interno 0.5 mm. La
intensidad de luz emitida fue registrada en función del tiempo.

Los reactivos de calidad para análisis o puros de trazas que se utilizaron
fueron: nitrato de cromo(III) (Panreac), nitrato de cobalto (II) (Panreac), peróxido
de hidrógeno (Merck), luminol (Fluka), carbonato sódico (Merck), ácido nítrico
(trace pur, Merck) y ácido clorhídrico (trace pur, Merck). Las disoluciones se
prepararon en agua nanopure. Las concentraciones de las disoluciones madre de
cromo (III) o cobalto (II) eran 100 mg/L.

- Procedimiento en estático
Se empleó el montaje descrito en la Figura 66(a). La mezcla de reacción fue

preparada en la propia celda de cuarzo. Las concentraciones fueron 4 × 10-4 mol/L
de luminol, 3.3 × 10-2 mol/L de peróxido, 3.3 × 10-3 mol/L de EDTA y 0.1 mol/L de
disolución tampón de −− − 2

33 COHCO  a pH 10.8. Las disoluciones patrón o las
muestras fueron inyectadas a través del septum con una jeringa y la mezcla se
consiguió con un agitador. En todos los casos, el volumen de inyección fue 200 µL.

- Procedimientos en flujo
Las disoluciones patrón de cromo o cobalto fueron preparadas diariamente

por dilución de las disoluciones madre en HCl 2 × 10-3 mol/L. El luminol (1.2 ×10-4

mol/L) se preparó en disolución de carbonato (0.01 mol/L pH 10.8). La
concentración de peróxido hidrógeno fue 0.01 mol/L.

- Procedimiento por inyección en flujo (montaje I)
El portador se componía de una disolución de carbonato (0.05 mol/L pH

10.8) y EDTA (2 × 10-3 mol/L). El esquema de la configuración en flujo se
representa en la Figura 100. La disolución de luminol (L) se mezcló con el
reactivo peróxido de hidrógeno (P) mientras que  las disoluciones patrón o las
muestras (S) se insertan en el portador (C) por acción de la válvula 1. El canal de
los reactivos confluye con el canal del portador en la pieza en T. La emisión
quimioluminiscente fue registrada en el sistema de detección con la válvula 2
operando en la posición V2-A para permitir que la mezcla de reacción se dirija a la
posición del detector.
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- Procedimiento de flujo detenido con inyección en flujo de la

muestra (montaje II)

El montaje es idéntico al descrito en el apartado anterior y mostrado en la
Figura 100. Los fenómenos de mezclado de reactivos e inserción de muestra son
los mismos. Sin embargo, el giro de la válvula 2 detiene el flujo en la celda de
detección porque la mezcla de reacción se dirige hacia la posición de desagüe.

Figura 100: Esquema del sistema para inyección en flujo y flujo detenido con
inyección de la muestra en flujo. V1: válvula de 6 vías, V2: válvula de 2 vías, PP: bomba
peristáltica, D: detector, W: residuos, C: canal del portador, S: canal de la muestra, P:
canal del peróxido, L: canal del luminol.

- Procedimiento de flujo detenido con inyección de la muestra

durante un tiempo dado (montaje III)

El portador se componía de una disolución de carbonato (0.125 mol/L pH
10.8) y EDTA (5 × 10-3 mol/L). El esquema de la configuración en flujo se
representa en la Figura 101. La disolución de luminol (L) se mezcla con el
reactivo peróxido de hidrógeno  (P) mientras que  las disoluciones patrón o las
muestras (S) se mezcla con el portador (C) en una pieza en T cuando la válvula 2
está en posición V2A. El canal de los reactivos confluye con el canal del portador a
través de otra pieza en T. La emisión quimioluminiscente es registrada en el
sistema de detección. Tras el giro de la válvula 1, se detiene el flujo en la celda de
detección porque la mezcla de reacción se dirige hacia la posición de desagüe.

Para lograr los registros descritos se desarrollaron los siguientes protocolos
que controlaban de forma secuencial la inyección de muestra y/o la detención del
flujo. Las válvulas eran giradas mediante secuencias metodológicas programadas
en el entorno Borwin. En la Tabla 61 se describe las etapas generales en función
del número de repeticiones de la secuencia, r siendo r = 1, 2, 3,... n. Para todos los
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estudios, se realizaron al menos tres repeticiones de la secuencia r ≥ 3.

Figura 101: Esquema del sistema de flujo detenido con inyección de la muestra
durante un tiempo dado. V1: válvula de 6 vías, V2: válvula de 2 vías, PP: bomba
peristáltica, D: detector, W: residuos, C: canal del portador, S: canal de la muestra, P:
canal del peróxido, L: canal del luminol.

Tabla 61: Secuencias protocolo para el control de las válvulas para los distintos
procedimientos en flujo: (a) Procedimiento montaje I, (b) Procedimiento montaje II (c)
Procedimiento montaje III

(a)
Etapa Tiempo (min) Válvula Acción Descripción

2⋅(r-1) + 1 1.1⋅r + 0.1 V1 A→B Inserción de muestra (réplica r)
2⋅r + 2 1.1⋅r + 0.4 V1 B→A Llenado bucle de muestra

V2 en posición A para toda la secuencia

(b)
Etapa Tiempo (min) Válvula Acción Descripción
2⋅r +1 1.4⋅(r-1)+0.1 V2 A→B Inserción de muestra (réplica r)
2⋅r + 2 1.4⋅(r-1)+0.3 V1 A→B Parado del flujo
2⋅r + 3 1.4⋅(r-1)+0.45 V1 B→A Llenado bucle de muestra
2⋅r + 4 1.4⋅(r-1)+1.0 V2 B→A Activación del flujo

 (c)
Etapa Tiempo (min) Válvula Acción Descripción

1 0.1 V2 A→B Inserción canal de muestra
2⋅r + 2 1.1⋅(r -1)+0.5 V1 B→A Parado del flujo (réplica r)
2⋅r + 3 1.1⋅(r -1)+0.5 V1 A→B Activación del flujo

n - V2 B→A Reiniciado

- Conjuntos de calibración
Para el procedimiento en estático se analizaron diferentes conjuntos de

calibración en función del intervalo de concentraciones: zona con respuesta lineal y
zona con respuesta no lineal.

a) Respuesta lineal: El conjunto de calibración consistía en disoluciones
patrón de cromo (III) o cobalto (II) con diferentes concentraciones que variaban
entre 0 - 20 µg/L y 0 - 80 µg/L, respectivamente. También se prepararon mezclas
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patrón de Cr (III) y Co (II) cuyas concentraciones se situaban en los intervalos
anteriores.

b) Respuesta no lineal: El conjunto de calibración consistía de 25
disoluciones patrón con diferentes concentraciones de cromo (III) y cobalto (II)
que seguían un diseño factorial 52. Se asignó un código de dos dígitos a cada
patrón. El primero indica el nivel de concentración de Cr (III) que variaba en el
intervalo 0 - 80 µg/L y el segundo dígito indica el nivel de concentración de Co (II)
que variaba en el intervalo 0 - 80 µg/L. La distribución de los patrones y sus
concentraciones se muestra en la Tabla 62.

Tabla 62: Código y concentración del conjunto estándar de calibración (diseño 52).
Procedimiento estático

Cr(III) \ Co (II)
(µg/L)

0 20 40 60 80

0 00 01 02 03 04
20 10 11 12 13 14
40 20 21 22 23 24
60 30 31 32 33 34
80 40 41 42 43 44

En el estudio para los procedimientos en flujo, se analizaron diferentes
conjuntos de calibración. Para la calibración unicomponente, se midieron
disoluciones patrón que contenían 0 – 4 µg/L de cromo o cobalto para ganancia 10
y contenían 0 – 20 µg/L de cromo o cobalto para ganancia 1. También fueron
registradas mezclas bicomponente, es decir que contenían ambos metales. La
composición de estas disoluciones se muestra en la Tabla 63.

Tabla 63: Código y concentración de las mezclas binarias (diseño 52 incompleto).
Procedimiento en flujo

Cr(III) \ Co (II)
(µg/L)

0 0.5 1 1.5 2

0 00 01 02 03 04
0.5 10 11 - 13 -
1 20 - 22 - 24

1.5 30 31 - 33 -
2 40 - 42 - 44

- Análisis del material estándar de referencia
Para el procedimiento en estático, el conjunto de calibración consistía en

disoluciones patrón en medio ácido nítrico. Las disoluciones de Cr (III) o Co (II),
con concentraciones entre 0 y 80 µg/L, se prepararon en condiciones de 0.07 mol/L
de HNO3 y posteriormente se adicionaba 0.2272 mol/L de carbonato. En las
mismas condiciones, se prepararon mezclas de Cr (III) y Co (II) cuyas
concentraciones (µg/L) eran 15-10, 27-14.2, 15-25, 45-25, respectivamente.

El material estándar de referencia SRM 1640 (NIST, USA) era agua natural
recogida en Clerk Creek (USA) que había sido filtrada y estabilizada en medio
ácido nítrico (Cr 38.6 ± 1.6 µg/L y Co 20.28 ± 0.31 µg/L). El SRM fue diluido un
factor 10-20 con disolución estándar de carbonato.



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 226 -

Se midieron los registros quimioluminiscentes con el tiempo para las
disoluciones de calibración, de las mezclas y  del material estándar de referencia.

Para los procedimientos en flujo se registró la señal del patrón certificado de
forma similar pero con un factor de dilución 1:25.

- Muestreo
Todo el material de vidrio, frascos de recogida y almacenaje y cualquier otro

material empleado tanto de vidrio como de plástico fueron sometidos a un
procedimiento de limpieza. Después del aclarado con agua nanopure fueron
sumergidos en un baño de ácido clorhídrico al 10 % al menos durante 12 horas y
posteriormente aclarados con agua nanopure nuevamente.

Las muestras fueron recogidas en diferentes puntos del área de Valencia, se
filtraron con un filtro de membrana de acetato de celulosa de diámetro de poro 0.45
µm. Las muestras fueron acidificadas con HCl 5×10-3 mol/L excepto las que
procedían de aguas residuales de industrias metalúrgicas para las que este
tratamiento no era recomendado por sus características (S2-). Se aplicó el
tratamiento de reducción descrito en el capítulo II.C.2.

Sobre una muestra de agua río se realizaron ensayos de recuperación. Se
prepararon tres muestra fortificadas con 1+0, con 0+1 y con 1+1 µg/L de Cr(III) y
de Co(II), respectivamente.

- Cálculos
Los datos fueron alineados en función a la señal del máximo de emisión.

Para todos los cálculos, se emplearon los paquetes estadísticos Unscrambler
(CAMO) and Matlab for Windows (Math Works). Algunos cálculos multivariados
se realizaron con subrutinas modificadas de la PLS-Toolbox (Eigenvector
Research). Para la aplicación del HPSAM se utilizó el programa escrito en Visual
Basic descrito en el capítulo II.B.2.
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Figura 102: Localizaciones para la recogida de muestras en el análisis simultáneo
de cromo y cobalto

3.3.3.3.- METODO NO AUTOMÁTICO
- Estudio de la señal quimioluminiscente
Como ya se ha establecido en el capítulo 3.3.1, el luminol es oxidado por el

peróxido de hidrógeno en medio básico para formar el 3-aminoftalato en un estado
excitado que origina luminiscencia a λ = 425 nm. Esta reacción esta catalizada por
algunos iones metálicos como el cromo y cobalto, objeto de estudio en este
capítulo.

En un sistema en flujo parado, la emisión quimioluminiscente describe una
típica curva de respuesta (intensidad frente tiempo) típica. De acuerdo con
González-Robledo et al. [261] y Merényi et al. [262], esta curva de respuesta
responde a una secuencia de reacciones de primer orden: formación y destrucción
del emisor de luz. La velocidad de la reacción está afectada por diferentes iones
metálicos. Según Lan y Mottola [263], este incremento de la velocidad se debe a un
efecto de promoción en lugar de un efecto catalítico, por lo que, las especies
implicadas se consumen durante la reacción.

La curva de respuesta depende de diferentes factores experimentales como el
pH o la velocidad de mezclado, ver capítulo 3.3.1. También es función del ión
metálico presente en el seno de la disolución. En la Figura 103, se muestra los
perfiles normalizados de intensidad quimioluminiscente frente tiempo para cromo
y cobalto. El perfil de formación es similar para ambos metales pero el descenso es
marcadamente diferente. La disolución que contenía cobalto (II) presentaba un
decrecimiento de la señal más significativo que en presencia de cromo (III) en las
condiciones experimentales ensayadas. Se obtuvieron perfiles robustos para ambos
metales independientemente de la concentración de éstos en la disolución.
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Figura 103: Perfiles normalizados de intensidad quimioluminiscente frente tiempo

- Evaluación de los modelos de calibración
Como se ha explicado en el apartado anterior, las diferencias más

significativas entre ambos metales se obtuvieron en el perfil de caída de la señal
quimioluminiscente. Por lo tanto, una selección de las variables puede mejorar el
modelado del sistema. Las dos posibles opciones son el estudio del registro
completo (61 variables) o el estudio de la región final (46 variables). Además, se
ensayaron tanto el algoritmo PLS-1 (modelos unicomponente) como el PLS-2
(modelos uni y multicomponente). También se evaluaron otras opciones que se
muestran en el esquema en la Figura 104.

INTERVALO DE RESPUESTA LINEAL

INTERVALO DE RESPUESTA NO LINEAL

Aproximación empírico teórica

Aproximación empírica

Registros
unicomponentes

Registros bicomponentes

Registros unicomponentes

Registros bicomponentesD
 I 

S 
E

 Ñ
 O

 S
   

E
 X

 P
 E

 R
 I 

M
 E

 N
 T

A
L

E
S



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 229 -

Figura 104: Esquema del estudio de calibración

a) Respuesta lineal:
El diseño experimental en la región de respuesta lineal consistía en

disoluciones patrón unicomponente de cromo (III) o cobalto (II) que variaban 0 -
20 µg/L y 0 - 80 µg/L, respectivamente. Se quería modelar la respuesta de ambos
metales para poder predecir simultáneamente muestras que contuvieran ambos
metales. Se plantearon dos aproximaciones para evaluar la aditividad de las
señales producidas por la presencia de ambos metales.

- Aproximación empírico-teórica: El conjunto de calibración teórico está
compuesto por registros bicomponentes obtenidos de registros experimentales
unicomponentes.

- Aproximación empírica: El conjunto de calibración está compuesto
únicamente por registros experimentales unicomponentes.

En la aproximación empírico-teórica, se realizó la regresión lineal univariada
entre la señal quimioluminiscente obtenida frente a la concentración del metal para
cada tiempo. El conjunto de valores de la pendiente a cada tiempo constituyó el
registro quimioluminiscente de dicho metal. El conjunto de calibración (registros
bicomponentes) se construyó a partir de la suma numérica de las correspondientes
repuestas de cada metal. Se adicionó un error heterocedástico para evitar el
sobreajuste de los modelos. Dicho error simulado fue generado como ruido
aleatorio del mismo orden de magnitud que la reproducibilidad de las señales. La
Figura 105 muestra los registros de las pendientes calculados para el cromo y para
el cobalto y la señal teórica para una mezcla de 10 µg/L de cromo y 10 µg/L de
cobalto incluyendo error heteroscedástico.

Para ambas aproximaciones (empírico-teórica y empírica), los modelos PLS-
1 y PLS-2 fueron obtenidas usando como bloque X los datos (centrados por
columnas con 61 o 46 variables). El porcentaje de varianza explicada, el número de
factores y la raíz de cuadrados medios de los errores de predicción (SEP) están
dados en la Tabla 64. Se calcularon los valores de SEP con la finalidad de evaluar
la capacidad de predicción de los modelos. El SEP de calibración se obtuvo usando
todos los patrones como muestras de calibración. El SEP de validación se calculó a
partir del conjunto de predicción constituido por disoluciones patrón
unicomponente y bicomponente.
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Figura 105: Perfiles calculados a partir de las pendientes de las regresiones
lineales univariadas para el cromo y para el cobalto y perfil teórico para una mezcla de 10
µg/L de cromo y 10 µg/L incluyendo error heteroscedástico.

Se confirmó la aditividad de las señales quimioluminiscentes producidas por
la presencia simultánea de cromo y de cobalto en la disolución. Por lo tanto, no se
observó la presencia de efectos sinérgicos o de interacción entre ambos iones. Los
datos fueron modelados con dos factores ya que es el número de especies presentes
en la disolución era de dos y la relación entre la señal quimioluminiscente y la
concentración era lineal en el intervalo considerado. La robustez de los modelos
pudo ser confirmada al obtener valores similares de SEP entre calibración y
predicción. Finalmente ambas aproximaciones (empírico-teórica y empírica)
proporcionaron resultados similares. Este hecho indicó que el conjunto de
calibración puede estar constituido por registros de disoluciones patrón
unicomponente directamente o por registros simulados bicomponentes generados a
partir de las pendientes univariadas. En ambos casos la predicción de mezclas
binarias es adecuada por la aditividad de las señales.

Tabla 64: Modelos PLS para los conjuntos de calibración en el intervalo lineal
% Varianza Explicada SEP

calibración
SEP

validación
Variables factores bloque X bloque Y

Cr
bloque Y

Co
Cr Co Cr Co

Aprox. PLS-1 1-61 2 98.70 99.88 99.90 0.8 2.7 1.7 4.9
empírica 16-61 2 99.92 94.22 99.71 5.9 7.6 6.4 11.4
teórica PLS-2 1-61 2 98.70 99.89 0.8 2.7 1.7 4.9

16-61 2 99.92 99.36 6.0 7.5 6.7 11.2
Aprox. PLS-1 1-61 2 99.98 99.98 99.99 1.5 4.3 2.7 7.7

empírica 16-61 2 99.99 95.65 99.58 6.2 9.3 7.7 12.5
PLS-2 1-61 2 99.98 99.99 1.5 4.3 2.7 7.7

16-61 2 99.99 99.35 6.2 9.3 7.7 12.4
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b) Respuesta no lineal:
Se estudió el diseño 52 de la Tabla 62. Las concentraciones de cromo y

cobalto de las disoluciones unicomponente y bicomponente variaban en el intervalo
0 - 80 µg/L para ambos metales.

Los registros quimioluminiscentes del conjunto de calibración fueron
tratados con los algoritmos PLS-1 y PLS-2. Con este propósito, las concentraciones
de Cr y Co fueron usadas como bloque Y. El bloque X estaba compuesto por los
datos (centrados por columna) desde 0 a 7.5 s cada 0.1 s, de modo que fueron
introducidas 61 variables. El porcentaje de la varianza explicada y el número de
factores están dados en la Tabla 65.

Tabla 65: Modelos PLS para el conjunto de calibración con diseño 52

PLS-1 PLS-2
Variables 1-61 16-61 1-61 16-61
Factores 4 3 4 3

% Varianza bloque X 99.93 99.94 99.93 99.92
Explicada bloque Y Cr 92.81 95.97

bloque Y Co 78.62 96.24 85.14 95.46

SEP calibración Cr 7.6 5.7 7.5 6.5
Co 13.1 5.5 13.5 5.5

SEP validación Cr 10.6 7.4 10.5 7.4
Co 18.0 7.5 17.8 8.4

Como se explicó en la sección anterior, las diferencias más significativas
entre ambos metales fueron obtenidas en el perfil de caída quimioluminiscente. Por
lo tanto, se obtuvieron modelos PLS-1 y PLS-2 usando como bloque X los datos
(centrados en columna) desde 1.5 s a 7.5 s, de modo que fueron introducidas 46
variables. El porcentaje de la varianza explicada y el número de factores están
dados en la Tabla 65.

En la Figura 106, se representa el gráfico de puntuaciones para los dos
primeros factores. La distribución de los objetos era similar al diseño experimental
del conjunto de calibración. Sin embargo, la distribución cuadrática se ha perdido
debido a que el segundo factor describe también la contribución no lineal. El
primer factor estaba relacionado con la concentración de Co y el segundo con la
concentración de Cr. El modelo requería mas de dos factores para describir la
relación no lineal entre la concentración de metal y la señal, como se demostró en
el capítulo 3.3.2 y como se muestra en la Tabla 65.
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Figura 106: Gráfico de puntuaciones para el modelo PLS-2 (datos centrados, 3
factores y 46 variables) para el conjunto de calibración con un diseño 52

El SEP de calibración se obtuvo usando todos los patrones como muestras de
calibración. El SEP de validación fue evaluada mediante validación cruzada leave-
one-out. La robustez de los modelos pudo ser confirmada al comparar ambos
valores de SEP, ver Tabla 65.

La selección previa de las variables con información más selectiva
proporcionó modelos PLS con un menor número de factores y similar capacidad de
predicción. Además se demostró la capacidad para la determinación simultánea de
cromo y cobalto en el intervalo completo.

- Validación de la exactitud
Para la validación de los modelos se analizó un material estándar de

referencia SRM 1640 que es una agua natural que contiene 17 elementos metálicos
a niveles de traza cuyo contenido está certificado por diferentes técnicas en
diferentes laboratorios.

Para construir el modelo de calibración se prepararon disoluciones
unicomponentes en las mismas condiciones que el patrón certificado. Usando los
registros quimioluminiscentes (centrados en columnas) como bloque X, se
construyeron los modelos PLS cuyos parámetros se incluyen en la Tabla 66.

Tabla 66: Modelos PLS para la calibración en condiciones de ácido nítrico: (a)
Parámetros de calibración y (b) Parámetros de validación

 (a) % varianza explicada SEP Calibración
Modelo Variables Factores bloque X Y- Cr Y- Co Cr Co total
PLS-1 1-61 4 99.94 99.94 99.80 0.7 1.2 1.0

16-61 3 99.93 99.94 96.63 0.7 5.1 2.1
PLS-2 1-61 4 99.94 99.47 1.7 2.3 3.7

16-61 3 99.94 99.47 0.9 5.6 4.6
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(b) SEP Validación predicho frente real
Modelo Cr Co total a b R2 syx

PLS-1 2.6 4.6 3.6 0 ± 2 0.98 ± 0.07 1.0 3.3
4.1 10.3 4.0 -2 ± 6 0.9 ± 0.2 0.9 8.8

PLS-2 3.4 5.6 7.9 0 ± 2 0.98 ± 0.07 1.0 3.4
4.4 10.1 7.8 0 ± 4 0.94 ± 0.15 0.9 6.5

Se calcularon los valores de SEP de validación usando el procedimiento de
validación cruzada leave-one-out. Adicionalmente, los modelos fueron aplicados
para la predicción de disoluciones patrones con Cr y Co en las mismas condiciones
que el patrón certificado. Se comprobó que los errores relativos individuales eran
adecuados, se evaluó la presencia de errores sistemáticos. Los parámetros de la
regresión lineal entre concentración predicha y concentración real se presentan en
la Tabla 66. Como puede observarse, la unidad estaba incluida en el intervalo de
confianza de la pendiente y el cero estaba incluido en el intervalo de confianza de
la ordenada, por lo que los resultados son adecuados.

La concentración predicha para el material de referencia puede
examinarse en la Tabla 67. Un test de varianza mostró que la precisión del método
propuesto era peor que la desviación estándar del valor certificado pero es
adecuada para el análisis del agua. Se realizó un test t para comparar el valor
predicho y los valores certificados al nivel de significación del 95 %. Se observó
que los modelos que empleaban el registro completo proporcionaban resultados
comparables. Por lo tanto, queda demostrado que el método propuesto permite la
predicción simultánea de cobalto y de cromo evitando la interferencia de otros
elementos metálicos.

Tabla 67: Predicción para el patrón estándar de referencia (n=5)
Concentración (µg/L) Valor t

Variables Factores Cr Co Cr Co
referencia - - 38.6 ± 1.6 20.28 ± 0.31 - -

PLS-1 1-61 4 32 ± 7 21 ± 7 -2.4 0.3
16-61 4 (35 ± 2) (11 ± 6) (5.7) (-3.1)

PLS-2 1-61 3 31 ± 7 25 ± 9 -2.1 1.0
16-61 3 (36 ± 2) (12 ± 5) 2.5 (-3.8)

 Valor t tabulado (95%, 4) = 2.776

Este estudio establece que las señales quimioluminiscentes son robustas en
cuanto a la concentración y además cuando en el medio existe más de una especie
implicada en el proceso las señales son aditivas. Teniendo en cuenta este hecho se
planteó la posibilidad de obtener los registros cinéticos de forma automática que se
desarrolla en la siguiente sección.

3.3.3.4.- METODO AUTOMÁTICO
- Optimización de la señal quimioluminiscente
Se optimizaron las variables químicas que participan en la reacción

estudiada: concentración de luminol, concentración carbonato y pH (canal L y
canal C de las Figuras 100 y 101), concentración de H2O2 y concentración de
EDTA. Los valores óptimos se encuentran en la Tabla 68. La concentración de
EDTA fue escogida basándose en criterios de selectividad, es decir una señal
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selectiva para cromo y cobalto frente otros interferentes y similar intensidad entre
ambos metales. Hay que destacar que el empleo de reactivos de calidad elevada es
fundamental, porque la presencia de impurezas conlleva a resultados drásticamente
erróneos, como ya se ha comentado en la otra parte de la presente memoria.

Se optimizaron variables hidrodinámicas de los montajes de las Figuras
100 y 101. Se estudió la velocidad de flujo óptima en el canal de la muestra, canal
del portador y canal de los reactivos para los tres montajes, así como la longitud del
camino de reacción y volumen del bucle de muestra. Para este último parámetro,
también se consideró la separación entre picos consecutivos. Los correspondientes
valores seleccionados se muestran en la Tabla 68.

Tabla 68: Condiciones experimentales para las variables químicas e
hidrodinámicas optimizadas

Variables Unidades canal montaje I montaje II montaje III
concentración de luminol mol/L L 1.2 × 10-4 1.2 × 10-4 1.2 × 10-4

concentración de carbonato mol/L L 0.01 0.01 0.01
C 0.05 0.05 0.125

pH tampón - L 10.8 10.8 10.8
- C 10.8 10.8 10.8

concentración de H2O2 mol/L P 0.01 0.01 0.01
concentración de EDTA mol/L C 2 × 10-3 2 × 10-3 5 × 10-3

velocidad de flujo mL/min L 1.2 1.2 1.2
P 1.2 1.2 1.2
C 3.5 3.5 1.2
S 1.2 1.2 2.8

longitud reactor cm - 10 10 10
volumen bucle muestra µL - 200 200 -

La automatización del procedimiento implicó la optimización de la
secuencia de control. Se optimizaron los tiempos de giro de las válvulas. Se
pretendía lograr la parada del flujo en el punto de máxima respuesta, para permitir
la realización de réplicas sin solapamiento de picos y garantizar el llenado del
bucle de la muestra entre réplicas.

Los tiempos de parada del flujo fueron 0.15 min para el montaje II y 0.4 min
para el montaje III. Las frecuencias de inserción, expresadas en tiempo para cada
réplica, fueron 1.1 min para el montaje I, 1.4 min para el montaje II y 1.1 min para
el montaje III. Las secuencias optimizadas se exponen en la Tabla 61.

Para evaluar la robustez del método se realizaron una serie de experiencias
donde se variaban cada una de las condiciones óptimas en un factor entre 10 % y
20 %. Se observó que las variables más críticas eran el pH del tampón y la
concentración de EDTA, afectando especialmente a la respuesta del cobalto. Para
las otras variables, el cambio en la señal era aceptable, según criterios de precisión
y exactitud.

Comparando con las condiciones experimentales optimizadas para la
determinación de cromo, descritas en el capítulo 3.3.1, hay que marcar ciertas
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diferencias. Se pretendía lograr una determinación simultánea de cromo y cobalto
frente a una determinación selectiva de cromo como en el capítulo 3.3.1 y además
las características del equipo exigían condiciones experimentales diferentes debido
a su mayor sensibilidad.

- Modelos unicomponentes y univariados
Se consideró como señal analítica la altura de pico en los montajes en flujo y

en flujo detenido con inyección discontinua (Figura 107). Los parámetros de la
calibración lineal univariante (aproximación directa) para el intervalo 0 – 4 µg/L
están descritos en la Tabla 69. Los límites de detección fueron calculados como
tres veces la desviación del blanco (LD N/S)  y a partir de la curva de calibrado
(LD 3 syx/b). La repetibilidad (RSD) se calculó mediante la medida de cinco
patrones de 1 µgl/L.

Tabla 69: Parámetros para la determinación unviariante y unicomponente
montaje I montaje II montaje III

Parámetro Cr Co Cr Co Cr Co
a 32 ± 8 14 ± 14 8 ± 9 8 ± 4 19 ± 3 26 ± 8
b 149 ± 3 188 ± 6 132 ± 4 144 ± 4 187 ± 2 174 ± 4
r2 0.992 0.99 0.991 0.994 0.999 0.993
syx 20 29 19 9 9 22

LD N/S 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
LD 3 syx/b 0.4 0.5 0.4 0.2 0.1 0.4

RSD 5.5 5.3 5.2 4.2 2.0 3.3

Se observa que los valores de sensibilidad, límite de detección y
repetibilidad alcanzados son similares para las tres configuraciones. La sensibilidad
conseguida para el Cr(III) es similar a la que se obtiene con el montaje FI (Figura
64) utilizando como detector el fluorímetro Hitachi.

Adicionalmente, se calcularon los parámetros de regresión seleccionando
una ganancia menor (factor 10), para poder medir los registros para el intervalo
completo de concentraciones con respuesta lineal. Los límites de detección y los
valores de sensibilidad poseían una relación de 10 veces respecto los mostrados en
la Tabla 69.
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- Modelos de calibración multivariante: PLS y HPSAM
En la Figura 107 se exponen ejemplos de los registros obtenidos para

disoluciones patrón de cromo y cobalto y para muestras. Se pueden diferenciar dos
regiones separadas por el punto de parada de flujo. Se observa que para las dos
configuraciones de flujo detenido, la caída de la señal quimioluminiscente es más
pronunciada para el cobalto que para el cromo.
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Figura 107: Señal analítica para disolución patrón de cromo (1µg/L) y de cobalto
(1µg/L) y para material de referencia (1:25) en el montaje de flujo detenido en
configuración de inyección discontinua (a) y continua (b)

La aplicación del HPSAM requiere en primer lugar la selección de parejas
de variables que cumplan ciertos requisitos según la opción estudiada, tal como se
puso de manifiesto en el capítulo 3.2.2.

- Para la configuración de inyección en flujo (montaje II), el criterio
operativo se basó en que la separación entre variables fuera superior a 4, diferencia
de señales del correspondiente interferente fuera inferior al 5 % y un coeficiente de
determinación (r2) para la curva resultante (Si-Sj frente c) mayor a 0.99.

- Para la configuración en flujo (montaje III), se escogieron variables que
proporcionaban un cociente k adecuado para el correspondiente interferente.
Después el criterio operativo se basó en que la separación entre variables fuera
superior a 4, que la diferencia de señales Si - k Sj del correspondiente analito fuera
superior al 10 % y un coeficiente de determinación (r2) para la curva resultante (Si -
k Sj frente c) mayor a 0.99.

Las predicciones se obtuvieron como media de los resultados
proporcionados por los incrementos que proporcionaban las mayores pendientes de
las curvas de calibración. En la Tabla 70 se recogen los incrementos ensayados y
seleccionados para cada uno de los metales. También se incluyen los errores de
predicción calculados para el conjunto de calibración.
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Tabla 70: Modelos PLS y HPSAM para el conjunto de calibración
Modelo Parámetro Montaje II Montaje III
HPSAM incrementos ensayados 12246 12246

Cr selección 25 32
Co selección 20 12

SEP calibración Cr 0.27 0.18
Co 0.69 0.18

PLS Factores ensayados 5 5
seleccionados 2 2

% Varianza bloque X 99.7 99.7
Explicada bloque Y cal 97.9 99

bloque Y val 97.3 98.8
SEP calibración Cr 0.16 0.1

Co 0.14 0.16

Para evaluar la capacidad de predicción de los modelos obtenidos en el
apartado anterior, se determinaron disoluciones patrón binarias. La composición
de estas disoluciones se expone en la Tabla 63 y corresponden a mezclas binarias
que siguen un diseño 52 incompleto. Los valores de predicción se recogen en la
Figura 108. Se puede observar que los resultados obtenidos con el montaje III son
mejores que los dados por el montaje II. La predicción de cromo es más exacta y
precisa que la determinación de cobalto.

Se obtuvieron los modelos PLS-2 para ambas configuraciones a partir de
disoluciones patrón que contenían cromo o cobalto con el objeto de compararlos
con los obtenidos con el HPSAM. Se emplearon como bloque X, las señales
quimioluminiscentes (centradas) para 160 variables (intervalo 0-0.8 min). El
porcentaje de varianza explicada, el número de factores y la raíz de cuadrados
medios de los errores de predicción (SEP) están dados en la Tabla 70. Para la
varianza explicada del bloque Y se muestran el valor de calibración y el de
validación obtenido mediante validación por corrección leverage. Los valores de
SEP fueron calculados para el conjunto de calibración.

Los resultados obtenidos fueron similares a los proporcionados por el
HPSAM, por lo que este método de calibración puede ser una alternativa a la
calibración PLS. La ventaja de este método radica en su sencillez, puesto que es
posible trabajar con un único incremento y además permite la corrección del efecto
matriz cuando éste está presente.
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Figura 108: Predicciones de las mezclas bicomponente medidas en el montaje de
flujo detenido con distintas configuraciones de inyección: (a) Cr montaje II, (b) Co montaje
II, (c) Cr montaje III y (d) Co montaje III

- Determinación en muestras de agua
Las configuraciones propuestas fueron aplicadas a la determinación

simultánea de cromo y cobalto en diferentes muestras de agua. Previo a la etapa de
medida se realizó un tratamiento de reducción de Cr(VI) a Cr(III) para determinar
el cromo total. Dicho proceso se basa en la reacción con H2O2 en condiciones
ácidas y T = 80ºC como se ha descrito en otros capítulos de la presente memoria.

La Figura 109 muestra las recuperaciones para una muestra de agua de río
fortificada con 1 µg/L de Cr, con 1 µg/L de Co y con 1 µg/L de Cr y 1 µg/L de Co
con los montajes II y III. Se comparan las dos configuraciones y los modelos de
calibración HPSAM y PLS.

Los porcentajes de recuperación calculados son mejores para el montaje III.
Los dos modelos de calibración aportan los mismos resultados.
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Figura 109: Porcentajes de recuperación para la muestra de agua fortificada en el
montaje de flujo detenido en configuración de inyección discontinua (a) y continua (b)
para ambos modelos de calibración

Se analizó el material de referencia certificado SMR 1640 correspondiente
a una muestra de agua natural cuyo contenido en cromo y cobalto está certificado
(ver Tabla 38). En la Figura 107, se representan los registros del material de
referencia certificado obtenidos con ambas configuraciones. Las predicciones se
recogen en la Tabla 71.

Se analizaron muestras recogidas en diferentes puntos del área de Valencia,
correspondiendo a agua de río, aguas costeras, de puerto y aguas residuales de
industrias metalúrgicas. Las características de estas muestras y las predicciones
para los dos montajes y los dos modelos de calibración se exponen en la Tabla 71.

Tabla 71: Predicciones de las muestras. Réplicas n=3
Montaje II Montaje III

Muestra pH SM(*) Modelo Cr Co Cr Co
CRM (1:25) - - PLS-2 1.87 ± 0.10 0.59 ± 0.09 1.6 ± 0.3 0.69 ± 0.17

HPSAM 1.3 ± 0.2 0.9 ± 0.3 1.6 ± 0.4 0.67 ± 0.16
río 8.85 1.5 PLS-2 < LD < LD < LD < LD

HPSAM < LD < LD < LD < LD
costera 8.39 1.9 PLS-2 < LD < LD < LD < LD

HPSAM < LD < LD < LD < LD
puerto 8.52 2.8 PLS-2 0.61 ± 0.16 1.7 ± 0.6 0.75 ± 0.05 1.79 ± 0.10

HPSAM 0.6 ± 0.3 1.46 ± 0.11 0.52 ± 0.11 1.70 ± 0.09
industrial (1:10) 8.22 17 PLS-2 1.1 ± 0.3 1.5 ± 0.3 1.46 ± 0.09 1.8 ± 0.4

HPSAM 1.51 ± 0.15 1.6 ± 0.3 1.43 ± 0.14 1.6 ± 0.2
industrial (1:10) 7.80 10 PLS-2 1.86 ± 0.04 0.43 ± 0.12 1.6 ± 0.3 0.58 ± 0.05

HPSAM 1.10 ± 0.05 0.35 ± 0.06 1.4 ± 0.2 0.66 ± 0.07
(*) SM: material suspendido (mg/L)
< LD: inferior al límite de tección

Para comparar los resultados obtenidos con las dos configuraciones se
aplicó un test t para muestras pareadas. Se obtuvieron los siguientes valores de t:
0.57 (Cr-PLS), -1.29 (Cr-HPSAM), -3.75 (Co-PLS) y -0.07 (Co-HPSAM). Por lo
tanto, las predicciones fueron similares excepto para Co-PLS (ttab = 2.57, 95 % y 5
grados de libertad). Hay que destacar que las predicciones son más robustas y
precisas para el montaje III.
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Así, las concentraciones obtenidas para el patrón certificado indican que la
configuración III proporciona errores de predicción inferiores al 10 %  para el Cr y
Co y superiores para la configuración con inyección II.

Para comparar los resultados obtenidos con los modelos de calibración PLS
y HPSAM, se aplicó un test t para muestras pareadas. Se obtuvieron los siguientes
valores de t: 1.47 (Cr-discont), 1.85 (Cr-cont), -0.40 (Co-discont) y 1.76 (Co-cont).
Por lo tanto, no hubo diferencias en la predicción de las muestras por los dos
métodos (ttab = 2.57, 95 % y 5 grados de libertad). Las desviaciones estándar entre
réplicas de las muestras fueron similares entre ambos modelos.

Es relativamente sencillo programar la etapa de calibración HPSAM para
convertir el procedimiento estudiado en un analizador de cromo y cobalto. Las dos
vías de esta adaptación son:

- incorporación de los incrementos en la tabla de calibración en el software
de tratamiento de datos Borwin:  Si-Sj vs. c y Si-Kij Sj vs. c siendo i y j los tiempos
previamente seleccionados para el montaje II y III, Kij la constante correspondiente
para el montaje III

- exportar los valores registrados a tiempos fijos desde el software de
adquisición de datos a una tabla programable Excel. Esto se logra incorporando en
las secuencias protocolo descritas en la Tabla 61, la orden de exportar (Dynamic
Data Exchange):

ej: tiempo Acción
 1.60  VV=SIGNAL(1)
 1.65 WRITE_DDE(EXCEL[CLASS1]SHEET1A3$$VV)

En ambos casos se pueden fijar las disoluciones patrón para la calibración y
las muestras a predecir. De modo que se obtendría directa y automáticamente la
concentración de cromo y de cobalto en las muestras.
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3.3.3.5.- CONCLUSIONES
- En este capítulo se ha estudiado la determinación simultánea de cromo y

cobalto empleando un procedimiento no automático y uno automático.
En primer lugar, se ha puesto de manifiesto las diferencias entre las señales

generadas por cada metal. Se ha observado que el cobalto presenta una cinética de
destrucción de la especie emisora mayor. De modo que las diferencias aparecen
fundamentalmente en la región de descenso de la señal quimioluminiscente. Se ha
demostrado la robustez de la señal con la concentración, principio de partida
necesario para la determinación simultánea.

En ambos casos se ha evaluado la capacidad de modelar las respuestas
generadas mediante métodos de calibración multivariantes. Posteriormente se han
validado los modelos estudiando predicciones sobre mezclas que contenían ambos
metales en distintas concentraciones.

Finalmente, se ha aplicado a la determinación de cromo y cobalto en un
material de referencia certificado y diversas muestras.

- El procedimiento no automático permite la determinación en la región de
respuesta lineal y no lineal. Se han ensayado diferentes diseños experimentales con
la finalidad de evaluar la influencia de la adición de las señales proporcionadas por
dos metales y con una relación no lineal entre la respuesta y la concentración. Los
modelos pueden ser generados a partir de patrones unicomponentes o
bicomponentes. Esto permite reducir el esfuerzo experimental en la preparación de
patrones de calibración a pesar de tratarse de una determinación simultánea con
posible presencia de no linealidades.

También se ha estudiado la selección de variables. Aunque se han obtenido
buenos resultados en todos los casos, los mejores se han logrado empleando el
registro completo, es decir el incremento y descenso de la señal
quimioluminiscente.

- Para el procedimiento automático se han propuesto dos configuraciones
diferenciadas por el tipo de inyección. Se han optimizado las variables implicadas
tanto químicas como hidrodinámicas, se ha evaluado la robustez del método.
Aunque ambas configuraciones poseen similares parámetros analíticos para
determinaciones unicomponente existen claras diferencias para la determinación
simultánea de ambos metales. Se obtienen mejores resultados con la configuración
en flujo continuo, siendo las predicciones más robustas tanto para patrones como
muestras.

- Se han comparado dos modelos de calibración PLS y HPSAM. HPSAM
puede ser una alternativa a PLS en el análisis quimioluminiscente. Las ventajas de
este modelo se centran en la posibilidad de ser utilizado en presencia de efecto
matriz y su sencillez puesto que se puede trabajar como un modelo univariado
señal HPSAM-concentración. Ambos métodos posibilitan la determinación de una
única especie de forma selectiva aún encontrándose presentes las dos. Los tiempos
de cálculo, errores de predicción de calibración o validación, porcentajes de
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recuperación de muestras fortificadas o en la predicción de muestras son
semejantes. Por lo tanto ambos métodos son utilizables en esta determinación.

- Comparando ambas aproximaciones (no automática y automática) se
pueden establecer una serie de conclusiones adicionales. La principal ventaja del
procedimiento no automático es el bajo consumo de muestra (200 µL por réplica) y
de reactivos (< 1 mL por réplica). Mientras que el procedimiento automático aporta
ventajas respecto a la reducción de manipulación de muestras, reducción del
tiempo de análisis y posibilita la adaptación del método como sistema de medida
in-situ ocomo analizador de cromo y/o cobalto.

- Los métodos propuestos han sido validados usando disoluciones patrón,
muestras fortificadas y un material de referencia certificado. Los resultados
obtenidos han sido satisfactorios para su aplicación generalizada a todo tipo de
muestras acuosas. Comparando con otros métodos descritos en la bibliografía,
estos métodos presentan un bajo coste, rápida respuesta y no requiere un personal
especializado. Estas características son esenciales para la monitorización de la
calidad del agua periódica o continua en el caso de presencia de Cr(III) y/o Co(II)
de forma selectiva, puesto que ha sido probado a lo largo de esta memoria que los
demás constituyentes de la muestra de agua no interfieren la determinación de estas
especies.
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3.3.4.1.- INTRODUCTION
A) CONSIDERATIONS ABOUT PHOSPHATE ANALYSIS
The determination of phosphate has a fundamental importance in environmental

studies and not only for the determination of phosphate in aquatic ecosystems. The
determination of most commonly measured forms of phosphorous nearly always involves
conversion to orthophosphate. Moreover, many environmental conclusions depend of this
determination. The values obtained are used to evaluate biological and environmental
effects e.g. bioavailability and nutrients budget calculations. Concentrations of phosphate
in waters can vary from less than 0.01 mg/L in very clean waters to over several mg/L in
wastewaters [264].

The storage of water samples for nutrients analysis has been a problem that has
tormented researchers for more than 40 years. Many techniques are described in the
literature for the storage of water samples prior to nutrient determination [265,266]. Is
evident from all the studies that success of any one storage technique can be dependent
upon the type of sample water tested, whether it be estuarine, coastal, river water or open
ocean water. The physical and biological characteristics of these water types are quite
different and could therefore affect the concentration of nutrients in different ways [265].

Storage techniques are usually alternatives of methods for conserving samples by
reducing the activity of micro-organisms present in the sample. The most commonly used
methods of preservation included storage at room temperature, refrigeration, freezing,
biocide amendment or acidification. Filtering before storage has also been used to remove
bacteria and plankton that could alter nutrient concentrations, but this technique is not
recommended for TP measurements as it basically alters the composition of samples
[267]. Phenomena such as metabolic processes, precipitation, flocculation and surface
adsorption can cause a decrease in phosphorus concentration, therefore different
preservatives as mercuric chloride, chloroform, hydrochloric acid or sulphuric acid are
usually added for stopping, preventing or reducing these problems.

In conclusion, ideally samples should be analysed immediately after collection to
minimise any changes in the concentrations of phosphorus over time and decisions must
be made before sampling as to the phosphorus fractions to be measured [266].

B) CHARACTERISTICS OF METHOD
- Spectrophotometric method
The chemical basis of spectrophotometric methods for determination of phosphate

in water samples lies in the reaction between orthophosphate ions with molybdate in an
acidic medium in order to form an heteropolyacid. In most of the methods used, detection
is undertaken either on the molybdophosphate reduction product (molybdenum blue
method) or on yellow vanadomolybdate complex, the former being currently adopted in
the official methods [264,267]. Murphy and Riley [268,269] improved the ascorbic acid
method by adding Sb(III) to the reactant solution, thereby establishing one of the methods
most commonly used as a reference method [270-273].

Then, the methods consists in the formation of 12-molybdophosphoric acid and
reduction in the presence of antimony by either ascorbic acid or stannous chloride
followed by colorimetric quantification of the intensely coloured phosphomolybdenum
blue [274-277].
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PO4
3- + 12 MoO4

2-  + 27 H+  → H3PO4(MoO3)12  + 12 H2O
12-molybdophosphoric acid

H3PO4(MoO3)12  +  Reductants → Phosphomolybdenum Blue (MoV)

Reductants such as tin(II) chloride [278], ascorbic acid [279], 1-amino-2-naphthol-
4-sulphonic acid, sodium sulphate, hydrazine sulphate or combinations have been
recommended by different authors in several variations of this method in order to
improve the stability and selectivity of the chromophore formed. Tin(II) chloride and
ascorbic acid are the most commonly employed. Other methods have been used for
phosphorus determination due to the need for more specific and selective methods in
investigations of phosphorus turnover and phosphorus limitation in natural waters.

The reaction to produce phosphoantimonylmolybdenum blue species is
complicated. Probably, the reaction initially involves the formation of two isomeric
heteropoly acids mixture (the α- and β-forms) in proportions which depends on the
acidity in the final solution [280]. For this reason, the effects on the reaction rate of
changes in the hydrogen ion and molybdate concentrations have been studied by several
investigators. It is essential that the acidity and the molybdate concentration in the
solution are carefully controlled since these, together with the [H+]/[Mo] ratio, control
the species present. Several researchers have studied this parameter and although the
reagent concentration recommended by other workers vary considerably, the final
[H+]/[Mo] ratios used are similar. They found that the optimum range for the ratio lies
between 60 and 80. Above this level, colour formation is incomplete, whereas below it
the molybdate ion undergoes self-reduction even in the absence of phosphate.

A significant number of flow techniques has been published using this reaction
[281]. In Table 72, segmented flow analysis (SFA) and flow injection analysis (FIA)
methods for the determination of phosphorus in natural waters are summarised.

Table 72: SFA and FIA methods for the determination of phosphorus in natural waters
Meth
od

Reductor/
Reagent 1

Molybdate/
Reagent 2

Flow rate
(ml/min)

Remarks Ref

FIA 5x10-4 M crystal violet 0.1 mol/L sodium molybdate 1.5 Crystal violet [268]
SFA 11 g/L ascorbic acid

+ 70 ml acetone
0.23 g/L potassium antimony
tartrate + 6 g/L ammonium

molybdate

1.0 [282]

FIA 8.9x10-4 mol/L SnCl2 + 0.015
M hydrazine sulphate + 0.41

mol/L H2SO4

8.1x10-3 mol/L ammonium
heptamolybate + 0.41 M H2SO4

[283]

FIA 80 g ascorbic acid +  100 g
glycerol in 1 l H2O

10 g ammonium heptamolybate
in 0.4 M HNO3

1.1 reverse FIA [284]

FIA 0.008 g/L SnCl2  in 0.450%
(v/v) H2SO4 conc

1.55 g/L ammonium molybdate
in 0.135% (v/v) H2SO4 conc

0.31 preconcentr.
KCl carrier

[285]

FIA –
ICP

2 g/L NH4VO3 in 100 ml
6 M HNO3

20 g/L ammonium molybdate 1.6 AES
detection

[286]

- Interferences
No interferences problems are likely with unpolluted saline and fresh waters. The

possibility of interference should, however, be considered, particularly with polluted
samples and at phosphate levels close to the limit of detection [287]. The major cations
and anions of sea water have very little effect if ascorbic acid is used as reductant. A salt
error of <1 % have been reported at a salinity of 36 ‰ [269].
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Therefore, the method is relatively free from interferences from the major cations
and anions of freshwaters, including many of those capable of forming heteropoly acids
with molybdate ion. Thus, no interference is caused by 10 mg/L silicate-silicon.
Interference from Si can be considerably reduced by carrying out the spectrophotometric
measurements 6-10 min after addition of the mixed reagent, as the kinetics of the
formation of the molybdenum blue complex with silicate are relatively slow. It is also
stated that silica causes negligible interference in the determination of phosphate at room
temperature as the formation of silicomolybdenum blue is inhibited by the high
[H+]/[Mo] ratio used. However, simultaneous determination of phosphate and silicate in
water can be achieved. The mutual interference between both analytes can be eliminated
by selection of the appropriate acidity and by a sample segmentation with oxalic acid
[288].

The presence of arsenate is a potential source of serious errors at high As/P ratios,
as it forms an analogous heteropoly blue complex (arsenomolybdenum blue complex)
[289]. The molar absorbance is similar to that of the P complex. Interferences from As(V)
can be eliminated by reduction to arsenite (As(III)) with an acidic mixture of bisulphite
and thiosulphate [287]. Although, arsenates will not interfere seriously because their
concentration natural is low.

Several ions which commonly occur in natural waters such as Al3+, Cu2+, Ca2+,
Zn2+, NH4+ or Fe3+ can combine with orthophosphate and some organic species to form
complexes and precipitates. However, the amounts of these ions generally present in river
water are much smaller than the necessary amount to cause interference [275].

Since the determination of phosphate is carried out under moderately acid
conditions there is some risk that naturally occurring labile organic phosphates may
undergo hydrolysis, and thus cause interference. However, test carried out using sugar
phosphates and other labile phosphorous compound have given little evidence that
significant hydrolysis occurs [290].

- Other methods
Three main disadvantages suffer the methods based on spectrophotometric

measurement as phosphomolybdate: low sensitivity, interference from several other
anions e.g. arsenic and silicon and acid-induced hydrolysis of labile organic and
condensed phosphorous species. Various techniques have used to enhance sensitivity and
specificity. But detection limit lower than 0.5 µmol/L is required for measurement of
phosphate in natural waters.

Ion pair methods: At low pH certain basic dye compounds and some organic
compounds can form complexes with the phosphomolybdate complex. Malachite green,
methyl violet, rhodamine B, crystal violet or quinine are examples of such
substances.[271,275,291,292].  Malachite green has been shown to enhance the
sensitivity by as much as 30 times, but is not widely used because of problems with
instability of the ion association complex. The ion pair complex formed can be detected
by either spectrophotometry or fluorimetry. Application of a sensitive ligth-scattering
method for the determination of trace amounts of phosphate as a porphyrin-
phosphomolybdate ion pair has also been reported [293].

Extraction methods: A variety of solvent extraction techniques have been applied
to spectrophotometric phosphate analysis either, before or after the reduction step, to
improve detection limits and minimise interferences. Amyl alcohol, butan-1-ol, butan-2-
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ol, benzene, chloroform, toluene or butyl acetate are some of the solvents frequently used
for this purpose [291].

Enzymatic methods: For orthophosphate analysis in natural waters, enzymes have
been used recently and are ready for application in selected waterbodies [283,294,295].
At least two enzymatic methods for orthophosphate determination have been reported.
Pettersson utilized the inhibitory effect of orthophosphate on the hydrolysis of alkaline
phosphatase substrates. On the other hand, Stevens applied an enzymatic technique to the
determination of orthophosphate over the range of 2-66 µmol/L of P in natural waters but
the basis for this determination was the reaction of orthophosphate with glyceraldehyde-
3-phosphate to produce 1,3-diglycerophosphate in the presence of glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase and oxidized nicotinamide-adenine dinucleotide. Reduce
nicotinamide-adenine dinucleotide formed by this process is detected
spectrophotometrically as formazin and used as a measure of orthophosphate [271,272].
Both these enzymatic orthophosphate methods give consistently lower results than
phosphomolybdate methods when applied to natural waters.

Chromatographic techniques: The separation of orthophosphate by virtue of its
charge or mass/size, have been reported extensively, and would satisfy the requirement
for specific orthophosphate measurement. Ion chromatography can be used for phosphate
separations, but is generally slow, relatively insensitive and usually unsuited to samples
with high ionic strength unless some matrix modification is performed [296-298]. Gas
chromatography methods development for analysis of organophosphorus pesticides and
nucleic acids can be adapted for phosphate analysis in water. Burchfield reports on a
method that reduces phosphate compounds to phosphine by molecular hydrogen at a high
temperature. Matthews et al. also used gas chromatography but with another type of
detector. This method was developed for water analysis and has a sensitivity of about 33
µmol/L P [271]. The determination of different ions by ion-exclusion chromatography
has lately proved to be a useful tool in routine water analysis [285]. However, so far, the
detection limit for orthophosphate is not satisfactory for low concentrations in natural
waters. Capillary electrophoresis techniques [299] or extraction chromatography [298]
have also been applied to orthophosphate analysis.

Electrochemical methods: These include direct methods using phosphate specific
electrodes and indirect methods involving calcium [300], cadmium [301] or lead [302]
ion selectiveelectrodes. A number of amperometric methods have also been described
[303,304].

Preconcentration methods: Significant preconcentration of DRP and other
dissolved species prior to spectrophotometric detection can be achieved using ion
exchange, adsorption or coprecipitation. Freeman et al. achieved a detection limit of 0.13
µmol/L P using FI with on-line ion exchange preconcentration of orthophosphate [305].
Phosphomolybdenum blue can also be preconcentrated prior to detection, using solvent or
gel-phase extraction techniques.

Automated spectrophotometric methods: Segmented continuous flow techniques
or sequential injection analysis using photometric detection have been applied extensively
to the analysis of DRP and TP (post digestion) [306].

Miscellaneous methods: Flame spectroscopic, fluorimetric, gas chromatographic,
inductively coupled plasma, turbidimetric [307] and other methods are also used for
phosphorus determination. Radiobiological bioassays for orthophosphate are also
available.
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3.3.4.2.- EXPERIMENTAL PROCEDURE
- Apparatus and reagents
The sequential injection system (FIAlab-3500) controlled by FIAlab 5.0 software

was used, see Figure 16a. Spectrophotometric measurements were made using a S200-
FL fiber optic spectometer. For segmented flow determination, the Skalar SanPlus

Analyzer System was employed, see Figure 16b.
All reagents were of high purity (AnalaR grade BDH) unless specified otherwise

and stored in high-density polyethylene bottles (Nalgene). All aqueous solutions were
prepared with ultrapure-desionizade water provided by Milli-Q System. All solutions
were degassed before measurements.

Glassware, containers and all other utensils made of glass or plastic were immersed
in 3% (v/v) solution of Neutracon (Decon Laboratories,UK), a nutrient free detergent,
for 12 hours. After rising with ultrapure water, they were soaked in 10% hydrochloric
acid for 12 hours and raised with ultrapure water.

For sequential injection determination, standard phosphate solution consisted of A
stock solution containing 10 mM phosphate was prepared by dissolving 0.1402 g of
potassium dihydrogen orthophosphate (KH2P04) in  desionized water and diluting it to
100 mL. Working solutions in the range 0.5-20 µmol/L were prepared daily by suitable
dilution of the stock solution.

Ammonium molybdate reagent consisted of 10 g of ammonium molybdate,
(NH4)6Mo7O24.4H2O, were dissolved in almost 500 mL of water. 35 mL of sulfuric acid
were added and the solution made up to 1L with water. Tin(II) chloride reagent consisted
of 0.1 g of tin(II) chloride and 2 g of hydrazinium sulphate were dissolved in almost 500
mL of water. 28 mL of sulfuric acid were added and made up to 1L with water. Carrier
solution consisted of ammonium chloride 0.1 mol/L

For segmented flow determination, all reagents used with the segmented flow
analyser were prepared according to methods provided by the manufacturer and already
optimised for use with the SanPlus Autoanalyzer system.

For ammonium molybdate reagent, 230 mg potassium antimony tartrate were
dissolved in almost 800 mL of water. After the addition of 69.4 mL of sulphuric acid, 6 g
of ammonium molybdate and 2 mL of FFD 6 detergent (Skalar) were added and the
solution made up to 1L with water. For acid ascorbic reagent, 11 g of L-ascorbic acid
were dissolved in almost 800 mL of water and 60 mL of acetone was added to stabilise
the solution. 2 mL of FFD 6 detergent were added and made up to 1L with water.

- Sequential injection procedure
The device sequence for the assembly and characterisation of the SIA system is

given in Table 73.
The components of the SI-manifold were arranged as illustrated in Figure 110. 75

mm i.d. teflon tubing was used throughout the manifold. The holding coil length was 260
cm and the reaction coil length was 40 cm. The analytical and reference wavelengths
were 710 and 550 nm, respectively. Measurements were carried out at 4 Hz intervals with
an integration period of 250 ms.
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Table 73: Protocol sequence of the SIA system FRP analysis
Step Valve Burette (µL) Rate (µL/s) Description

1 - A2500 150 Place burette piston for subsequent steps
2 1 D2000 150 Dispense to detector (Spectrometer Reference Scan)
3 3 A500 100 Aspirate sample for prime the sample line
4 8 D1000 100 Dispense to waste
5 - A1250 150 Place burette piston for subsequent steps
6 6 A200 100 Aspirate ammonium molybdate reagent
7 3 A400 100 Aspirate sample
8 7 A250 100 Aspirate tin(II) chloride reagent
9 1 D2100 60 Dispense flow to detector; adquire data
10 Repeat from step 5 at least two times

D: Dispense A: Aspirate

Figure 110: Sequential Injection Manifold for FRP. S: Microsyringe (2.5 mL), T: Two-
position valve, HC: holding coil (260 cm of 0.75 mm i.d. PTFE tubing), V: Multiposition selection
valve, CP: common port, R1: ammonium molybdate reagent, R2: tin (II) chloride reagent and RC:
reaction coil (40 cm of 0.75 mm i.d. PTFE tubing).

- Segmented injection procedure
Phosphate was detected at 880 nm with reference wavelength of 1010 nm. The

flow diagram is shown in Figure 111.

- Sampling and storage
Several samples of water were collected from the Tamar River (UK) using a boat

(first and third campaign) or from the riverbank (second campaign) and submitted for
FRP analysis, see Figure 112. All containers were treated as described in previous
section. At the sampling location, the high-density polyethylene (HDPE) bottle was
opened approx. 40 cm below the water surface. After rising twice, the sample was taken
and the container closed. The values for water temperature, pH, refractive index and
dissolved oxygen were taken on site, whereas filtering and additional sample treatment
was done in the laboratory.

Water samples were filtered through a 0.45 µm cellulose acetate membrane filter
(Whatman, UK) which has been soaked in 10% HCl overnight and rinsed with ultrapure
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water. Chloroform (0.08 % v/v) was added to prevent bacterial activity. Samples were
stored in the fridge at 4 oC.

The standards solutions (0.5 – 4 µmol/L of phosphate) were prepared form stock
solution by dilution with appropriate volumes of Milli-Q water and low nutrient seawater
(LNS, Ocean Scientific International, UK) immediately prior to analysis.

Figure 111: Skalar SanPlus Analyser flow diagram for the determination of phosphate.
Detection wavelengths: analytical 880 nm and reference 1010 nm

(a)

 (d)

Figure 112: Photographs of Tamar river (UK): (a) Calstock area, (b) South Ward area, (c)
Halton Quay area, (d) Weirquay area, (e) Saltash area and (f)HM Naval Base area.
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3.3.4.3.- DEVELOPMENT OF SIA SYSTEM
- Univariate optimisation
A blank solution (Milli-Q water) and a standard solution of 20 µmol/L of P were

used for the development of the SIA system by univariate optimisation. The response was
obtained from average of triplicate measurements. The difference between standard and
blank solution signals was optimised.

With the purpose of reducing the Schlieren effect, ammonium chloride
concentrations between 0 and 1.5 mol/L were employed as carrier and Milli-Q water was
used as the sample. Without a Schlieren effect, the absorbance observed should be close
to zero. A decrease in the absorbance response was observed in the range of 0 and 1
mol/L ammonium chloride. An ammonium chloride concentration of 1 mol/L as carrier
was therefore chosen for subsequent experiments.

The concentration of ammonium molybdate reagent was varied between 0 and 15
g/L. An ammonium molybdate concentration of 10 g/L was found to be the minimum
required concentration to get a suitable response value and the better peak register.

The concentration of tin(II) chloride reagent was varied between 0 and 1 g/L. A
tin(II) chloride concentration of 0.2 g/L was found to be the minimum required
concentration to get a suitable response.

The sample volume effect was also studied. A set of peaks was obtained by
injecting volumes of the standard between 0 and 800 µL. As expected, peak separation
was improved with an increase of sample volume since the separation between the two
sample/reagent overlap zones was greater. A volume of sample of 400 µL was chosen.

The ammonium molybdate reagent volume was optimised with the purpose of
achieving the lower reagent consumption and maximum absorbance. The reagent volume
was studied by aspirating increasing reagent volumes between 0 and 400 µL into the
system. An increase in sensitivity with increasing reagent volume was initially observed.
200 µL was found as the optimum volume.

The tin(II) chloride volume was varied between 0 and 450 µL. An improvement in
the absorbance for phosphate standard in the range of 100 to 250 µL tin(II) chloride was
observed. Therefore a volume of 250 µL tin(II) chloride was chosen as optimum.

The holding coil was used to prevent the different zones from entering the part of
the microsyringe pump where distortion could take place. For this reason the holding coil
was incorporated between the microsyringe pump and the reaction coil of the SIA system.
Holding coil length was optimised using different lengths of 0.75 mm i.d. coiled PTFE
tubing from 0 to 300 cm. 260 cm was chosen as the optimum length.

In order to find the optimum reaction coil length, different lengths of 0.75 mm i.d.
coiled PTFE tubing were used. Coil lengths were varied from 0 to 100 cm. A 40 cm
reaction coil length was chosen as optimum.

The volume dispensed for detection was studied by dispensing increasing volumes
between 1500 and 2300 µL to the detector. In the initial range of volume dispensed the
absorbance for phosphate standard increased and over 1500 µL volume dispensed a
steady value in absorbance peak height was observed. However, the best peak register
and repeatability was obtained for 2000 µL volume dispensed.

In order to achieve the optimum flow rate for the SIA manifold, the flow rate was
varied between 20 and 100 µL/s. An enhancement in the absorbance for phosphate
standard in the range of 30 to 40 µL/s was observed. Over 60 µL/s the absorbance
decreased because there was limited time for the reaction to totally develop. Furthermore,
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for a propulsion rate higher than 60 µL/s, the registered peaks were exceedingly narrow
and, therefore, the inaccuracy involved in its detection was increased. A flow rate of 60
µL/s was selected to dispense flow to the detector.

Although good peaks are obtained in the proposed conditions, a small
distortion is present due to the Schlieren effect. With the purpose of reducing the
signal of the blank solution (Milli-Q water) and to improve analytical response,
some modifications of SI sequence were tested.

- Incorporate a mixing step: The protocol sequence of the SIA system (Table 73)
was changed. Between Aspirate tin(II) chloride reagent (step 7) and Dispense flow to
detector (step 8) was incorporated a mixing step. The reaction mixture is directed to the
reaction coil and to the holding coil again. The aim was to reduce the differences between
reagent-sample and carrier zones and to increase the reaction yield. Different dispensed
volumes were tested but no significant difference was obtained and analysis time was
increased.

- Change of mixture order: The protocol sequence of the SIA system (Table 73)
was modified. The order of the aspiration of reagents and sample (steps 5, 6 and 7) was
tested. The purpose was to improve mixing of sample and reagents. Different
combinations of sequence order were studied but similar results were obtained.

- Intersection of carrier: In the proposed manifold, a 0.1 mol/L of ammonium
chloride solution is used as the carrier. In this assay, Milli-Q water is employed as carrier
but 0.1 mol/L of ammonium chloride solution is intersected between the carrier and
reaction mixture. 100 µL of 0.1 mol/L ammonium chloride solution was aspirated
between steps 4-5 and 7-8. The aim was to improve the mixing of reagent-sample and
carrier zones and to reduce reagent consumption. However, no significant improvement
was achieved but time analysis rate was reduced.

For the SI manifold for FRP analysis, the optimum parameters are summarised
in Table 74, according to univariate optimisation.

Table 74: Optimum parameters for the SIA system by univariate optimisation
PARAMETERS VALUE

NH4Cl concentration (carrier) 0.1 M
SnCl2 concentration 0.2 g/L

Molybdate concentration 10 g/L
Sample volume 400 µL

Molybdate reagent volume 200 µL
SnCl2 reagent volume 250 µL
Holding coil length 260 cm
Reaction coil length 40 cm

Flow rate 60 µL/s
Volume dispensed towards detector 2100 µL

- Simplex optimisation
As it can be seen in the previous section, there is a significant dependence of

response on some parameters. A multivariate optimisation was carried on in order to
redefine the optimum and consider the simultaneous effect of parameters.
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Simplex optimisation is a very useful strategy for defining an optimum set of
conditions even in the presence of interactions between variables. However it has limited
value for explaining the effects of each variable on the reaction or measurement system.

The parameters for which a simplex optimisation was performed were volume of
sample, volume of ammonium reagent, volume of tin(II) chloride reagent and flow rate
dispensed towards the detector. A blank solution and a standard solution of 10 µmol/L of
P were used. The parameter to be optimised was peak height. The response was obtained
from average of four measurements.

After 40 experiments, the response signal was increased, the ratio being 1.75
between the final and starting points. The optimum value was obtained for the following
conditions: 450 µL volume of sample, 270 µL volume of ammonium reagent, 190 µL
volume of tin(II) chloride reagent and flow rate dispensed towards to detector 65 µL/s.

Then, the most important parameters in this SI manifold are the variables studied in
this section. The dependence of the signal on volume of sample and volume of
ammonium reagent is especially important.

- Analytical figures of merit
The linearity of the SI method was evaluated under optimum conditions (univariate

and multivariate optimisation). Phosphate standards covering the range 0-50 µmol/L of
phosphate were used. The Figure 113 shows the relationship between the response signal
(peak height) and the phosphate concentration. The linear range was established between
0.5-25 µmol/L of phosphate. The linear calibration graph parameters are summarised in
Table 75.
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Figure 113: Calibration graphs under optimum conditions: (a) univariate optimisation and
(b) multivariate optimisation. Error bars represent 3s from triplicate measurements

Calibration graphs with triplicate analysis of standards from 0 to 10 µmol/L
phosphate was performed in order to determinate the detection limit of the system. The
limit of detection (LOD) was established as 3 times of standard deviation of the blank
solution in concentration units, see Table 75.

Repeatability of the method was calculated by ten injections of a 10 µmol/L
phosphate standard (RSDintra), see Table 75.

Reproducibility was calculated from the mean and standard deviation of the peak
height of 10 µmol/L phosphate standard measured in different days (n = 5, k=3 RSDinter
standard), see Table 75.
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Reproducibility was also characterised by the slope of linear calibration graphs
obtained in different days. As judged from a F-test (p = 0.95), the slope variances can be
considered to be similar (Fcalculated < Ftabulated). A t-test was applied to check the similarity
of linear calibration graphs obtained in different days. As the calculated t is smaller than
the tabulated (p = 0.95) for all cases, it should be concluded that the slopes are equals.
The reproducibility was calculated from the average and standard deviation of the
calibration slopes measured in different days (n = 5, RSDinter slope). The values obtained are
shown in Table 75.

Analysis rate was defined as the number of analysed samples an hour. Using SI
system the analysis rate was 11 samples/hour (3 injections).

Table 75: Analytical figures of merit for FRP determination by SIA. Units: µmol/L of P
Univariate optimum Simplex optimum

a 0.023 ± 0.006 0.037 ± 0.008
b 0.011 ± 0.002 0.014 ± 0.002
R2 0.998 0.997
syx 0.005 0.006

LOD 0.3 0.7
RSDintra 4.96 6.13

RSDinter (standard) 2.04 5.57
RSDinter (slope) 4.78 -

- Salinity study
The application of the SI method to the analysis of waters with salinity index

higher than 10 has been evaluated. Different standard solutions were prepared from
stock solution of phosphate by dilution with appropriate volumes of Milli-Q water
and low nutrient seawater.

The response surface (peak height), calculated from five replicates, as a
function of phosphate concentration and water salinity is represented in Figure 114a.
The SI-peak registers for standard solution of 10 µmol/L of phosphate prepared in
different salinity conditions is shown in Figure 114b. The slope and intercept of the
different calibration curves are shown in Figure 114c. It can be seen that the slope is
not a function of water salinity, while the intercept depends on the salinity value.

Then, the determination of samples is possible using the appropriate
calibration curve according to the salinity value of the sample. However, the method
is dependent on the water salinity.
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Figure 114: Salinity study: (a) Peak height as function of phosphate concentration and
water salinity, (b) Dependence of SI-peak registers for standard solution of 10 µmol/L of
phosphate on salinity and (c) Slope and intercept of calibration curve as function of water salinity.
Error bars represent 3s from triplicate measurements
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3.3.4.4.- DETERMINATION IN REAL SAMPLES
- First campaign

In this study, samples were taken from the river Tamar (UK) (Figure 115) [308], in
eight locations (Tealia cruise 6/08/01). The sample locations are marked in the Tamar
Estuary and Tamar River maps (Figure 116a). The tide characteristics were high water
7:56 AM 5.0 m and low water 2:03 AM 1.1 m.

Figure 115: Map of Tamar estuary. Acknowledges to Environment Agency

(A)         (B)

         
Figure 116: Map of sample locations: first campaign (a), second campaign (b) and third

campaign (c).
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Different parameters were measured on site as pH, water temperature, dissolved
oxygen, conductivity and salinity. Results taken are listed in Table 76.

Table 76: Results for measurements taken on site (first campaign)
Sample S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Time 10:30 11:20 11:40 12:40 13:35 14:20 15:05 15:30

Location Calstock S.Warm
Farm

Halton
Quay

Weir
Quay

Parson
Quay

Parson
Quay

Saltash Carew
point

Grid reference 50°29'N
4°12'W

50°24’N
4°13'W

50°28'N
4°14'W

50°27'N
4°12'W

50°26'N
4°12'W

50°26'N
4°12'W

50°25'N
4°12'W

50°24'N
4°13’W

pH 7.39 7.48 7.56 7.70 7.72 7.62 7.87 7.91
T (°C) 18.9 19.5 19.7 19.7 19.6 19.6 19.5 19.6

Dissolved O2
(%)

62.8 67.3 75.7 78.3 81.0 80.1 88.4 93.0

Diss. O2 (mg/L) 4.89 5.12 5.65 6.01 6.21 6.13 6.73 7.30
Conduct.
(mS/cm)

4.07 10.0 13.0 32.9 27.5 34.4 43.8 46.9

Salinity (‰) 4 8 10 20 25 22 30 33

The total filterable phosphorus was determined using the proposed sequential
injection procedure and a segmented flow analyser. The segmented flow analysis is
based in the same reaction but using ascorbic acid as reductant, is also a flow system
and has widely used as reference method to P determination.

Different calibration curves were used for the calculation of sample
concentration as a function of the sample salinity. The results of SI and Skalar
systems are shown in Figure 117a.

As can be seen, in all cases the agreement between the reference method and SI
method was excellent, independent of the sample location, salinity or other parameter.
However, the segmented flow method provides better values for reproducibility than the
sequential method.

A paired t-test showed that there was no significant difference between the two
methods at 95 % confidence interval. The correlation between both methods has been
also calculated. The comparison curve had a slope of 1.0 ± 0.2 and an intercept of 0.0 ±
0.2. Then, the unit was included in the confidence interval of the slope and the zero was
included in the confidence interval of the intercept (95%, n=8). As R-squared indicated
the correlation between the methods was good.

The accuracy of the method was also evaluated by a recovery study. An amount of
1 µmol/L of phosphate was spiked to River Tamar samples. In all cases, good recovery
values for spiked phosphate (83-104 % range) were obtained, independently of the
sample location.

- Second campaign
In this study, samples were taken from the river Tamar (UK) in six locations

(20/09/01). The sample locations are marked in the Tamar Estuary and Tamar River
maps (Figure 116b). The tide characteristics were high water 8:41 AM 5.6 m and low
water 2:34 AM 1.8 m.

Different parameters were measured on site as pH, water temperature,
conductivity, salinity and suspended particulate material. Results taken are listed in Table
77.
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Table 77: Results for measurements taken on site (second campaign)
Sample S1 S2 S3 S4 S5 S6

Time 15:05 10:30 11:20 12:40 13:35 14:20
Location Saltash Calstock Gunnislake Gunnislake Calstock Cotehele

Quay
Grid reference 50°25'N

4°12'W
50°29'N
4°12'W

50°31'N
4°12'W

50°31'N
4°12'W

50°29'N
4°12'W

50°26'N
4°13’

pH 9.38 8.65 8.62 8.66 8.63 8.78
T (°C) 15.6 15.7 13.8 13.7 16.0 15.8

Conduct.(mS/cm) 61.5 33.2 0.293 0.290 27.0 40.4
Salinity (‰) 34 18 2 2 16 15
SPM (mg/L) 26 48 4 17 34 111

The total filterable phosphorus was determined using the proposed sequential
injection procedure and Also the segmented flow analyser.

Different calibration curves were used for the calculation of sample
concentration as a function of the sample salinity. The results of SI and SF systems
are shown in Figure 117b. As can be seen, in all cases the agreement between the
reference method and SI method was excellent, independent of the sample location,
salinity or other parameter.

A paired t-test showed that there was no significant difference between the two
methods at 95 % confidence interval. The correlation between both methods has been
also calculated. The comparison curve had a slope of 0.9 ± 0.2 and a intercept 0.1 ± 0.3.
Then, the unit was included in the confidence interval of the slope and the zero was
included in the confidence interval of the intercept (95%, n=6). As R-squared indicated
the correlation between the methods was good.

- Third campaign
In this study, samples were taken from the river Tamar (UK) in ten locations (24/09/01).
The sample locations are marked in the Tamar Estuary and Tamar River maps (Figure
116c). The tide characteristics were high water 10:56 AM 4.6 m and low water 4:59 AM
1.8 m.
The value of the parameters measured on site as pH, water temperature, conductivity,
salinity and suspended particulate material are given in Table 78.

Table 78: Results for measurements taken on site (third campaign)
Sample S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Time 11:40 12:00 12:40 13:10 15:00 15:40 16:30 17:00 17:40 18:25
Location Gunnis-

lake
Morwell
Rocks

Morwell
Quay

Calstock Halton
Quay

Weir
Quay

Parson
Quay

Saltash Carew
point

Drake
Island

Grid
reference

50°31'
N

4°12'W

50°30'
N

4°11'W

50°30'
N

4°12'W

50°29'
N

4°12'W

50°28'
N

4°14'W

50°27'
N4°12'

W

50°26'
N

4°12'W

50°25'
N

4°12'W

50°24'
N

4°13’
W

50°21'
N

4°09’
W

pH 7.12 7.29 7.25 7.36 7.36 7.30 7.50 7.50 7.60 7.60
T (°C) 15.4 15.29 16.1 16.5 16.8 17.2 16.8 16.8 16.2 16.8

Salinity
(‰)

0 0 5 10 15 20 25 35 35 35
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Figure 117: FRP concentrations measured by SI and segmented flow analysis (subsamples
= 3). Error bars represent 3s from triplicate measurements: (a) first campaign, (b) second
campaign and (c) third campaign

Different calibration curves were used for the calculation of sample
concentration as a function of the sample salinity. The results of SI and SF systems
are shown in Figure 117c. As can be seen, in all cases the agreement between the



Capítulo 3.3: PROCEDIMIENTOS EN FLUJO

- 261 -

reference method and SI method was excellent, independent of the sample location,
salinity or other parameter.

A paired t-test showed that there was no significant difference between the two
methods at 95 % confidence interval. The correlation between both methods has been
also calculated. The comparison curve had a slope of 0.9 ± 0.2 and a intercept 0.2 ± 0.3.
Then, the unit was included in the confidence interval of the slope and the zero was
included in the confidence interval of the intercept (95%, n=10). As R-squared indicated
the correlation between the methods was good.

- Modelling in the Tamar estuary
Some relations can be established between the chemical and physical

characteristics of the water and the biological status.
The brown appearance of the unfiltered sample is mainly related to solid matter in

the water, which indicates high turbidity especially for the samples from first locations.
With the turbidity maximum in the upper part of the river at low salinities reported by
Knox et al. [309] the colour in the samples most possibility come from this enhanced
turbidity and humic and fulvic acids.

Clear appearance was obtained for filtered samples, then no leaching of organic
matter was produced. Sometimes, a very strong colour is associate with areas with lots of
decaying vegetation such as in swamps and bogs and with acidic conditions. Then, the
colour is mainly made up of dissolved and colloidal humic and fluvic acids. But, as after
filtration (0.45 µm) the samples were clear, it suggests that the colour was from
suspended particle material (SPM), not humics.

The pH range for the river Tamar was 7-8. The pH influences almost all biological,
physical and chemical processes in natural waters and is the main driving force for
weathering and thus controlling the concentration of all the major ions (including
nutrients) in river water, affecting their availability to organisms. Various buffer systems
(mainly that with hydrogen carbonate, HCO3

-) control the pH, regulating the
concentration of other species. A high pH increases leaching from sediments and is
responsible for the dissolution of e.g. alumino silicates in acidic water.

Conductivity measurements indicate the amount of salts dissolved in river water.
Most fresh waters have a conductivity of 50-500 µS/cm and highly mineralised waters
have a conductivity upper 1000 µS/cm. The samples measured in this study have higher
conductivity values. Then it is the influence of seawater [310].

Dissolved oxygen is subjected to various physical, chemical and biological
changes. It ultimately originates from the atmosphere and has a solubility value in river
water of 14.6 mg/L (at 0 °C and at sea level), that falls as the temperature rises (7.6 mg/L
at 30 °C). Photosynthesis increases the amount of oxygen in rivers and can even lead to
supersaturation during daylight hours. Bacterial respiration on the other hand is the most
important consumer. Seasonal variation due to temperature changes and changes in
biological activity lead to a concentration maximum in the winter months and
subsequently lower values in summer. Apart from that many other factors influence the
amount of dissolved oxygen, e.g. turbidity and changes in the channel gradient [1].

Figure 118 shows the salinity values and determined FRP along the Tamar Estuary
in the first campaign. The intrusion of the salt in the river shows an almost constant
distribution [311]. The measured values vary almost gradually from to 4 ‰ (station
number 1) to 33 ‰ (station number 8). The FRP concentration is higher in the upper part
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of the estuary and decreases at lower part of the estuary. The measured values vary
gradually from 1.2 µmol/L (station number 1) to 0.6 µmol/L (station number 8).

(a)    (b)

       
Figure 118: (a) Distribution of salinity (‰) and (b) FRP concentration (µmol/L) in Tamar

Estuary (first campaign)

The quantitative relation between the found FRP concentration and the other
quality water parameters was studied. The quality water parameters are represented for
the different sampling stations, see Figure 119a. There is an evident relation between
quality parameters of the river water and the location. The FRP was also plotted versus
salinity in Figure 119b.

A relation between salinity and FRP can be established except for three stations:
S3, S5 and S6. The possible explication to this difference can be found in the catchment
characteristics (e.g. human activity, geography, environment conditions) of the sampling
points. The station S3 was in area with small depth and a lot of vegetation where the
influence of the tide is important. Moreover, the sampling point was near to St. Mellion
Stream. The stations S5 and S6 were close to Cargreen sewage treatment station, which
can contribute as a point source discharge. It is also the confluence of Tamar and the
Tavy rivers. Then in this point, some contributions can produce changes in the FRP
concentration as mixing of two river sources, more exchange sediment-P and soluble-P,
etc. Moreover the tide effect is presented in estuary water when the monitoring is carried
on in different time. Therefore, different factors can be contributed to the difference
between these stations and the rest of stations.
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Figure 119: (a) Water parameters in different sampling stations and (b) Water salinity vs.
FRP concentration (first campaign). Units: FRP (µmol/L), temperature (°C), dissolved oxygen
(mg/L), conductivity (mS/cm) and salinity (‰)

A principal component analysis (PCA) was performed. X-block data consisted in
standardised parameters measured on site: pH, temperature, dissolved oxygen,
conductivity and salinity. The variance explained of calibration was 86.9 % for the first
component and 11.1 % for the second component. The main conclusions were the null
contribution of water temperature in the variability of the data. Then, a new model
excluded this variable was studied. The variance explained of calibration was 97.2 % for
the first component and 1.58 % for the second component. The loading plot and scores
plot for the two first components are shown in Figure 120.
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Figure 120: PCA analysis (first campaign): (a) Loading plot and (b) Scores plot

According to the results, the variability of data can be explained with only one
component and with similar contribution of different variables (high correlation). Each
sample is ordered in function of location sampling sequence. The variance explained by
the second variable can be interpreted as residual variability in the samples. Samples S3
and S6 have a high score value in this component while the rest of samples the value is
small. It is similar conclusion than the differences observed in previous paragraph.
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In conclusion, a high correlation has found between some water quality parameters
(salinity, pH, dissolved oxygen and conductivity, even FRP concentration) for the
different sampling locations. An almost linear relationship can be established except for
some sampling locations. Therefore, the water quality can be qualitatively described
knowing the sampling position, but it is limited for punctual environments.

The quantitative relation between the found FRP concentration and the other
quality water parameters was studied for the second campaign and third campaign. No
relation between quality parameters of the river water and the location was found if all the
samples are included in the study. The presence of outliers is very probable. The size of
sample data is not enough to obtain accurate environmental interpretation. Moreover
some quality water parameters could not measured.

The quantitative relation between the found FRP concentration and the other
quality water parameters has been studied for the different campaigns. For the first
campaign some correlations were obtained. However the results for second and third
campaigns have shown bad correlations for the same parameters, although some quality
water parameters could not measured.

These results indicate that the data size is small, then the presence of outliers
produces a big influence in correlation coefficients. Moreover the relation FRP
concentration and the other quality water parameters is not linear for all interval. The
values for the first campaign are in the linear region. The interval of values is wider for
the second and third campaign. Therefore, bad correlations for linear model have been
obtained for these campaigns.

In Figure 121, the FRP values have been plotted for the different locations and for
the three campaigns.
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Figure 121: FRP concentrations for the different sampling stations

Despite of the presence of outliers, a trend of FRP concentration is observed along
of the estuary. However, the number of FRP values is too small to obtain a model or a
deep environmental interpretation.
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3.3.4.5.- CONCLUSIONS
The results from the work done for this project lead to the following general

conclusions:
- A SI-manifold for filterable reactive phosphorus (FRP) determination in natural

waters has been developed. The detection of phosphorus species was performed
spectrophotometrically after reaction to phospholmolybadate blue.

- Univariate optimisation of the SIA system was carried out. The effect of SI-
manifold and chemical variables has evaluated. The parameters for which an optimisation
was performed were carrier composition, ammonium molybdate concentration, tin(II)
chloride concentration, volume of sample, ammonium molybdate volume, tin(II) chloride
volume, length of holding and reaction coils, flow rate towards the detector and volume
dispensed towards the detector.

- Multivariate optimisation of the most influential variables was also performed.
The parameters for which a simplex optimisation was carried out were volume of sample,
ammonium molybdate volume, tin(II) chloride volume and flow rate towards the
detector. Similar results were obtained to univariate optimisation. Then, no significant
simultaneous effects between these variables can be considered.

- The analytical figures of merit were determined for the optimal conditions. The
signal is linear from 0.5 to 25 µmol/L of P, the precision of the SIA system for FRP
determination is 4.96 % (n=10) and the detection limit achieve for the SIA system is 0.5
µmol/L of P. The SIA method is suitable for FRP determination because normal levels of
posphorus in river water are below 3 µmol/L of P and above 0.75 µmol/L of P.

- The Schlieren effect was minimised using ammonium chloride as carrier and
using a reference wavelength. However, the effect of salinity was studied in order to
apply the method in estuary samples. A relationship between salinity, phosphorus
concentration and signal was observed. Therefore, the FRP determination was able to
carried  out.

- The Tamar estuary catchment was sampled and several samples with different
salinities were submitted for FRP determination by SIA. The samples were analysed after
filtration through a 0.45 µm cellulose acetate membrane filter. Different sampling
campaigns were performed.

- The effect of estuary samples was evaluated by spiking water samples from the
different locations. Results showed that the influence of the matrix as insignificant as the
recoveries were quantitative.

- The comparison between the SI method and the SFA method (reference
method) confirmed the suited of the method to determinate FRP in estuary waters.
Results showed that the methods do no give significantly different values for the same
phosphorus concentration within a 95 % confidence interval in any of different
campaigns.

- Finally, a brief interpretation of FRP values in Tamar estuary was performed.
Correlations between water quality parameters and locations were found. A PCA model
with high variance explained for sample parameters was also obtained. These results can
be useful for environmental modelling studies of Tamar estuary.
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4.1.- METHODOLOGICAL DISCUSSION
A) BATCH PROCEDURES
- Analysis of phenols
Table 79 summarises the study carried out about phenol determination, appendix

6b1 and 6b2. The generalized H-point standard-additions method (GHPSAM) is proposed
in order to obtain the phenol concentration in water samples when the matrix is
completely unknown.

Table 79: Summary of phenolic compounds study
- Direct determination: preconcentration, interferencesPROBLEMS

OBJECTIVES - Derivatization determination: preconcentration, interferences, time evolution
- Direct spectrophotometry + GHPSAMMETHOD
- Derivatization + spectrophotometry + GHPSAM
- Direct: Preconcentration in solid phase columns (SDB)
              Measurement 220-440 nm
- Derivatization: Preconcentration in solid phase columns (SDB)
              PAP-KIO4-NaOH reaction
              Measurement 500-750 nm, 30 s - 580s
- Reference methods: HPLC and PLS

PROCEDURE

- Sampling: harbour water and lake water
- Localisation of the spectral linear intervals for the unknown interference
              AS''/ε'' vs. λ method: interval 260-290 nm
              Maximum method: interval 260-290 nm
- Estimation of concentration in standard solutions
              Recovery study
              ANOVA: influence of sample volume and analyte concentration
              Comparison with A-Ab method

RESULTS
Direct

determination

- Estimation of concentration in samples
              Recovery study
              Comparison with A-Ab method and HPLC method
              Detection limits
- Initial kinetic considerations
             Model compounds: phenol and o-cresol
             Spectral behaviour vs. time
             Univariate calibration: spectral evolution of derivative spectrum
- Selection of analytical signal
              AS''/ε'' vs. λ method: interval 600-740 nm
              Maximum method: interval 600-650 nm
- Estimation of concentration: kinetic studies
              Methods: GHPSAM, difference A-Ab and PLS
              Kinetic constants
- Figures of merit
              Linear calibration parameters
              LD, reproducibility, repeatability, analysis time

RESULTS
Derivatization
determination

- Determination in water samples
              Sampling localisation
              Methods: GHPSAM, HPLC, PLS and PLS bilineal
              Comparison of methods
              Recovery study

The first procedure involves solid-phase extraction in BondElut PPL cartridges and
data handling of the UV-visible spectrophotometry measurements. The spectral regions
where the unknown interferent behaviour can be considered as linear are found and the
analyte concentration free from bias error is estimated. The percentages of recovery of
phenols in spiked samples were similar to those obtained by HPLC. Cresols or
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chlorophenols can be also determined in real samples by this method. The concentration
range tested was 0.075 - 12.5 mg/L and the limits of detection found were in the 2.4 - 5.4
µg/L range. The method has been applied to real harbour water samples. The results
obtained are compared to those provided by HPLC.

GHPSAM is also proposed for first time to kinetic analysis. The analyte
concentration is estimated independently of reagent consumption respect analyte
concentration and/or reagent evolution with time and/or presence of interference in
unknown samples.

The method was applied to the reaction of phenol and o-cresol with p-aminophenol
and KIO4 in presence of NaOH. Pseudo-first order kinetic behaviour of the reaction
products is observed. The unbiased formation rate constants of phenol and o-cresol
derivatives have been calculated.

The analytical figures of merit were determined. Detection limits achieved were
0.02 µg/L of phenol and 0.02 of o-cresol using a preconcentration factor of 10.
Repeatability values were 3.7 % for phenol and 2.0 % for o-cresol and reproducibility
values were 6.9 % and 3.5 %, respectively. Accurate and precise results have been
obtained when the method was applied to real samples.

- Analysis of amines
In this chapter, o-phthalaldehyde-N-acetylcysteine derivatization is studied in order

to determinate polyamines (cadaverine, putrescine, spermidine and spermine) in water
samples. The summary of the study of amines appears in Table 80 and the results in
appendix 6b3 and 6b4.

A kinetic study of OPA-NAC-amine derivatives is performed. Two conditions are
evaluated: reagent excess and amine excess. The generalized H-point standard-additions
method (GHPSAM) and H-point standard-additions method (HPSAM) are applied. The
cancellation of derivative contribution demonstrates no-difference in OPA-NAC
concentration and any synergism effect was detected.

A comparative study of different derivatization procedures has been performed in
order to improve the stability of the reaction products OPA-NAC-polyamines. A kinetic
spectrophotometric and fluorimetric study of the OPA-NAC reagent and OPA-NAC-
polyamine isoindol is described. Procedures such as solution derivatization, solution
derivatization followed by retention on a packing support, derivatization on different
packing supports and on column derivatization, have been optimised and compared. The
degradation rate constant (k) of the derivative was dependent on the procedure used. The
results obtained showed that forming the derivate on the packing support (C18) has several
advantages with regard to the other studied procedures, such as lower degradation rate
and higher stability, being it the recommended procedure. The different derivatization
procedures have been used to study the stability of the reaction products OPA-NAC-
polyamines formed in urine matrix using spermine as model compound. Similar results
were obtained for standard solutions and urine samples.

The advantages and limitations of different pre-concentration procedures are
analysed by using of solid phase cartridges (C18). The experimental conditions for analyte
or derivative pre-concentration are optimised. Derivatization on packing support is also
proposed. Recovery assays, standard addition method and Youden are studied. Good
results were obtained in water samples.
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Table 80: Summary of amines study
- Procedures for OPA-NAC derivatization of polyaminesPROBLEMS

OBJECTIVES - Derivatization determination problems: preconcentration, interferences, time
evolution
- Solid phase cartridges for preconcentration, derivatization or retentionMETHOD
- Derivatization + spectrophotometry + GHPSAM
- Solution derivatization: amine excess and OPA-NAC excess conditions
- Solution derivatization followed by retention on packing supports
- On-column derivatization
- Derivatization on packing supports

PROCEDURE

- Sampling and preconcentration procedures
- Initial kinetic studies
             interval time of stability for polyamines, pseudo-constant, derivative
composition
- Effect of reaction parameters
             OPA-NAC molar relation, pH, borate buffer, % MeOH, OPA-concentration
- Multivariate registers:
             instability origin, synergism effects, signal vs. time, stequiometry
             estimation of spectral shape
- Linear interval localisation
             A''/M'' vs. λ representations
- Estimation of concentration:
             GHPSAM and HPSAM estimations, hypothesis-conclusions

RESULTS
Formation and
kinetic study of

derivatives

- Estimation of kinetics:
             OPA-NAC reagent, amine derivative (spectrum and constant)
- Solution derivatization: figures of merit, Shewart graph
- Solution derivatization followed by retention on packing supports
              % retention, columns, cleaning step, evaluation of kinetic constant
- On-column derivatization
- Derivatization on packing supports
              schedule of steps, optimal conditions, options

RESULTS
Procedures for

derivative
stabilisation

- Usefulness of different approaches: analytical characteristics and applicability
- Analyte preconcentration
              strategies and optimisation (support, neutralisation and eluent)
- Derivative preconcentration
              strategies, volume, validation (recovery assays, standard addition, Youden
method)

RESULTS
Procedures for

determination in
samples

- Derivatization on packing support

- Analysis of chromium (VI)
This chapter shows how GHPSAM can be used to obtain the total concentration or

concentrations of different chemical forms of an analyte when the matrix of the sample is
completely unknown. See Table 81 for consulting the summary of the Cr(VI) study and
the results of appendix 6b5 and 6b6. The spectral regions where the interferent behaviour
can be considered as linear are found and the analyte concentration free from bias error is
estimated. The paper includes the already published features of the GHPSAM and a new
modification of this method which allows the simultaneous determination of two
chemical forms of an analyte in a sample.
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GHPSAM is used in order to obtain the total Cr(VI) and chromate concentration in
water samples which matrices are completely unknown. Moreover, a new methodology,
which is a modification of the GHPSAM, is proposed for the simultaneous determination
of the two major chemical forms of Cr(VI) present in the sample. The methods are based
on the location of spectral intervals where the behaviour of the interferent absorbance can
be considered as linear. From these intervals the analyte concentration free from bias
error can be estimated. Spiked samples of dig and harbour water measured in the UV-
visible spectral region have been tested to check the background signal cancellation.

Table 81: Summary of chromium (VI) study
- Direct determination: interferencesPROBLEMS

OBJECTIVES - Equilibrium HCrO4
- and CrO4

2-

- Direct spectrophotometry + GHPSAM to two chemical formsMETHOD

PROCEDURE - Measurement 250-400 nm
- Reference methods: PLS
- Sampling: dig water and harbour water

THEORETICAL
BACKGROUND

- Localisation of the spectral linear intervals for the unknown interference
              AS''/εX'' vs. εY''/εX'' and AS''/εY'' vs. εX''/εY'' method
- Estimation of concentration
              ∆AS''/∆εX'' vs. ∆εY''/∆εX'' and ∆AS''/∆εY'' vs. ∆εX''/∆εY'' method
- Flowchart program
- Criteria of method selection and limitations
             Total concentration: AS''/ε'' vs. λ representation
             Chemical form concentration: AS''/εX'' vs. λ representation
             Problems with εX''/εY'' value
             Simultaneous determination: AS''/εX'' vs. εY''/εX'' and AS''/εY'' vs. εX''/εY''
             Relative error analysis
             Principal component analysis of (Ak - q Aj - pAl) values

RESULTS - Modelling of system
             Distribution curves
             Spectral registers
             Principal component analysis: estimation of concentration or pH
             Comparison with PCR, PLS, MLR and HPSAM
             Estimation of equilibrium constant
- Determination of CrO4

2- and HCrO4
-

             Localisation of linear spectral interval:
               AS''/ε''(CrO4

2-) vs. λ representation,
               AS''/ε''(HCrO4

-) vs. λ representation
               maximum method,
               AS''/εX'' vs.  εY''/εX'' and AS''/εY'' vs. εX''/εY'' method
             Estimation of concentrations:
               (Ak - q Aj - pAl) values
               Simultaneous determination: AS''/εX'' vs. εY''/εX'' and AS''/εY'' vs. εX''/εY''
               PCR and PLS methods
- Determination of total Cr(VI)
              Localisation of linear spectral interval: AS''/ε'' vs. λ representation,
              Prediction: (Ak - q Aj - pAl) values
              Principal component analysis
              Relative error analysis
              Estimation of sample spectrum
              Estimation of CrO4

2- and HCrO4
-



Capítulo 4: CONCLUSIONS

- 273 -

B) METHODS BASED ON FLOW PROCEDURES
- Univariate analysis of chromium
The summary of the univariate chromium determination appears in Table 82 and

the results in appendix 6b7 and 6b8. This chapter shows the influence of different sample
storage protocols, on the chemiluminescence signal of some metal ions. The storage
protocols studied were acid addition (HCl or HNO3) and no reagent addition to filtered
samples and refrigerated (T = 4 ºC). Light emission was produced for the
chemiluminescence reaction between luminol and hydrogen peroxide in buffer carbonate
conditions (pH = 10.8). Cr(III), Co(II) and Cu(II) analytical parameters were obtained by
batch and/or flow modes in the different conditions. Fe(II), Fe(III), Ni(II) and Mn(II) did
not give chemiluminescence in the studied conditions. A parallel study of sensibility and
selectivity was performed. Then the presence or absence of the masking agent EDTA,
added to samples or used in the carrier stream, is assayed. The effect of reduction
treatment is also assessed in order to calculate total chromium concentration. The
influence of storage protocols was validated by using of standard metal mixtures and
calibration solutions. A standard reference material SRM 1640 (trace elements in natural
water) was also used for testing accuracy and precision.

The present study proposes a new flow cell called bundle cell for
chemiluminescence analysis. The results obtained were compared with those achieved by
manual and automated batch procedures and flow manifolds with different cells: an
common quartz flow cell, a helix cell and the most used spiral cell. Figures of merit such
as limit of detection, sensitivity, accuracy and precision for the Cr(III) determination were
established with light emission produced by catalysed Cr(III) luminol oxidation by
hydrogen peroxide in a basic aqueous solution. An improvement in sensitivity about 50 %
as compared with the spiral cell and even larger with respect to the other flow cells tested
was observed. The limit of detection provided was lower than those obtained with the
other flow cells. In reference to the batch mode, similar results were obtained with the
bundle flow cell. Good results were obtained for several real water samples containing
chromium at different concentrations.

- Multivariate analysis of chromium
Some objectives of this three-step study have been achieved, see the summary in

Table 83 and the results in appendix 6b9, 6b10 and 6b11.
Direct standardisation (DS) and piecewise direct standardisation (PDS) methods

have been applied to multivariate standardisation of chemiluminescence signals using
PLS model as the calibration model.

The linear concentration interval of the chemiluminescence determination was
determined. This interval was located using univariate robust calibration by least median
of squares (LMS) method. The linear calibration model was corroborated by conventional
least-squares method. The standardisation subset and window size were optimised by
means of the prediction residual error sum of squares. Several instrumental sources of
variability have been studied: the detection cell, instrument, batch vs. flow injection
modes, time and their possible combinations. This study shows the calibration transfer
can be employed successfully. The proposed strategy was used in the chemiluminescence
determination of Cr (III), Cr (VI) and total Cr in water samples by means of a calibration
transfer. The obtained results are in agreement with reference method values and known
spiked amounts, and are independent of the standardisation factors.
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Table 82: Summary of univariate chromium study
- Influence of storage protocol and reaction conditions
- Influence of reduction step for total chromium determination

PROBLEMS
OBJECTIVES

- Improvement of sensibility by designing of a detection cell
- Catalytic effect of metal ions in chemiluminescence reaction +flow-batch techniques:METHOD
             Luminol-Hydrogen peroxide in carbonate buffer and EDTA conditions
- Flow Injection procedure
             Quartz cell, Helix cell, Spiral cell and Bundle cell
- Batch procedure
             Manual injection and Automated injection
- Study of standard mixtures: binary and ternary in different conditions
- Reduction treatment: HCl + H2O2 T = 80 ºC

PROCEDURE

- Samples: CRM, river water, potable water and wastewater
- Optimisation of reaction conditions
              Univariate and simplex optimisation: luminol concentration, peroxide
                concentration, pH, buffer concentration, injection volume, flow rate,
                T-piece and cell distance
              Intensity-time register in function of pH
              EDTA concentration and EDTA-metal complex formation
- Chemiluminescence signal in no acidified samples
               Signal of Ni(II), Mn(II), Fe(II), Fe(III), Cr(III), Co(II) and Cu(II)
               Conditions: without EDTA, EDTA in KOH carrier, EDTA in sample
                 EDTA in buffer carrier
               Analytical parameters
- Chemiluminescence signal in HCl storage
               Signal of Cr(III), Co(II) and Cu(II)
               Conditions: without EDTA, EDTA in KOH carrier, EDTA in sample
                 EDTA in buffer carrier
               Analytical parameters
- Chemiluminescence signal in HNO3 storage
               Signal of Cr(III), Co(II) and Cu(II)
               Conditions: without EDTA and neutralisation
               Analytical parameters

RESULTS
Storage protocols

- Applicability assessment
               Comparison of different experimental conditions
               Study of metal mixtures
               Prediction of certified standard material
- Reduction treatment
               Regression parameters
               Study of metal mixtures
               Evaluation of accuracy and precision

RESULTS
Reduction

Cr(VI) Cr(III)

- Interference study
- Comparison with flow cells
                FI registers: design considerations
                Calibration curves: double logarithm
                Comparison of slopes
                Calibration curves: linear and polynomial
                Direct-Inverse approach
                Prediction errors, LD, RSDintra, RSDinter and variance analysis
- Comparison with batch procedures
                Batch registers: design considerations
                Calibration curves: double logarithm, linear and polynomial
                Direct-Inverse approach
                Prediction errors, LD, RSDintra, RSDinter and variance analysis
                Limitation of automated switching assembly

RESULTS
Flow cell design

determination

- Determination in water samples
                 Robustness of assemblies: height-area signal and pH effect
                 Reference method (diphenylcrabazide) and recovery study



Capítulo 4: CONCLUSIONS

- 275 -

Multivariate calibration is tested as an alternative to model chromium (III)
concentration vs. chemiluminescence registers obtained from luminol-hydrogen peroxide
reaction. The multivariate calibration approaches included have been: conventional linear
methods (principal component regression (PCR) and partial least squares (PLS)),
nonlinear methods (nonlinear variants and variants of locally weighted regression) and
linear methods combined with variable selection performed in the original or in the
transformed data (stepwise multiple linear regression procedure). Both the direct and
inverse univariate approaches have been also tested.

Table 83: Summary of multivariate chromium study
PROBLEMS

OBJECTIVES
- Limitations:
                No linear relationship chemiluminescence signal and concentration
                Usefulness of calibration models
- Objectives
                Linear multivariate calibration and standardisation in linear interval
                No linear multivariate calibration in wide interval
                Standardisation in wide interval
- Catalytic effect of Cr(III) in chemiluminescence reaction + flow-batch techniques:METHOD
             Luminol-Hydrogen peroxide in carbonate buffer and EDTA conditions
- Flow Injection procedure and batch procedurePROCEDURE
- Chemometric tools
                Standardisation methods: DS and PDS
                Calibration models: univariate (LS, LMS, double logarithmic, polynomial),
                PCR, PLS, non linear PCR and PLS, LWR, stepwise-MLR,
                logarithmic preprocessing
                Pattern recognition methods: cluster analysis, PCA
- Localisation of linear interval: Robust calibration
                LMS vs. LS: regression parameters and linear interval 0 - 10 µg/L
- Optimisation of transference parameters
                standardisation set criteria
                subset size, window size: PRESS values
- Standardisation factors
                Univariate transference and direct recalibration
                2-way ANOVA: instrument-cell influence
                RMSEP values vs. standardisation factors
                Influence of cell, instrument, time, injection mode and combination

RESULTS
Calibration

Transference
Linear interval

- Water sample determination
                Cr(III) and total Cr concentration
                Reference method comparison and recovery studies
- No linear univariate calibration
                double logarithmic and polynomical
                direct and inverse approach
- Preprocessing and optimisation of multivariate calibration models
                 no transformation, centering, standardisation
                 logarithmic transformation corrected and non-corrected
                 optimisation of preprocessing, selected variables and other model parameter
- Prediction ability of calibration models
                 RMSEC and RMSEP values: Robustness, test Kolmogorov-Smirnov,
                 ANOVA
                 boxplots: Simple interpretation of results
                 classification of models: PCA and cluster analysis

RESULTS
Non-linear
Calibration

- Water sample determination
                Cr(III) and total Cr concentration
                Reference method comparison and recovery studies
                Influence of experimental conditions or calibration model
                Mandel consistency statistics (h and k)
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Table 83: (continued)
- Scheme of employed methodology
               Flowchart of calibration, standardisation and prediction steps
               Standardisation factors description
               Experimental conditions and calibration models
- Optimisation of transference parameters
                standardisation set criteria
                subset size, window size: PRESS values and model
- Standardisation factors
                RMSEP values vs. standardisation factors
                boxplots: Simple interpretation of results
                Influence of cell, instrument, time, injection mode and combination
- Water sample determination
                Cr(III) and total Cr concentration
                Reference method comparison and recovery studies
                Influence of experimental conditions, Mandel consistency statistics (h and k)

RESULTS
Standardisation

non-linear
interval

- Comparison with other calibration models
                Calibration approach
                Classification of methods: cluster analysis and PCA
                Prediction of samples

The use of a double logarithmic transformation previous to the linear regression
has been also evaluated. A new double logarithmic transformation previous to the linear
regression is proposed in order to avoid the effect of the noise in the calibration model.

Pre-processing, optimisation and prediction ability of the multivariate calibration
models has been studied at nine different experimental conditions including batch and
FIA measurements. Box-plots, PCA and cluster analysis have been employed to test the
prediction ability of the different models tested. Non-linear PCR and non-linear PLS
provide the best results. Real samples have been analysed and compared with the
reference method. The results confirm the successful use of the proposed methodology.

Finally, multivariate standardisation has been proposed for the successful
chemiluminescence determination of chromium in water samples at interval 0-50 µg/L.
Direct standardisation (DS) and piecewise direct standardisation (PDS) methods were
applied. The optimisation of transfer parameters has been carried out based on the
prediction residual error criteria. The studied instrumental situations were different
detection cells, instruments, injection modes, time and their possible combinations.

Non-linear principal component regression (NL-PCR) and non-linear partial least
square regression (NL-PLS) were chosen for modelling the non-linear relationship signal-
concentration. The influence of standardisation step in the predictive abilities is studied
and compared with those obtained with different calibration models. Linear methods,
other non-linear variants, locally weighted regressions or transformed variants were
compared. Accurate and precise results were obtained for water samples. The
concentrations of chromium were statistically in agreement with reference method values
and with recovery studies.

- Simultaneous analysis of chromium and cobalt
The simultaneous determination of chromium and cobalt studied in water samples

has been studied (see Table 84 and appendix 6b12 and 6b13). Chemiluminescence
registers based on luminol-hydrogen peroxide reaction have obtained by a batch
procedure or an automated procedure.
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PLS algorithms have employed to model the time-response (formation and
destruction of emitter). The influence of the presence of two metals and the non-linearity
relationship between response and concentration has been evaluated in the signal.
Different experimental designs and the selection of variables have been tested. The
calibration set has been selected based on two criteria: unicomponent and/or bicomponent
standard solutions and slope calculated from linear univariate calibration. The response
has been modelled providing high percentages of explained variance, robust models and
low prediction errors. The proposed methodology has been validated using test standard
solutions and standard reference material of fresh water. Accurate results have proved the
advantages of this method for the simultaneous determination of chromium and cobalt in
water samples.

Table 84: Summary of chromium and cobalt study
- Simultaneous analysis: Co-Cr and chemiluminescence detection
- Stopped-flow techniques

PROBLEMS
OBJECTIVES

- Multicommutation flow system - Switching manifold design
- Catalytic effect of Cr(III) and Co(II) in chemiluminescence reactionMETHOD
             Luminol-Hydrogen peroxide in carbonate buffer and EDTA conditions
- Batch procedure
- Multicommutation controlled Flow procedures:
             Flow injection, stopped-flow and discontinuous injection,
             stopped-flow and continuous injection
- Chemometric tools: PLS, HPSAM

PROCEDURE

- Sampling: certified reference material, natural water, waste water
- HPSAM for discontinuous injection
                signal vs. time registers: flow injection + stopped flow

THEORETICAL
BACKGROUND

- HPSAM for continuous injection
                signal vs. time registers: continuous injection + stopped flow
- Study of chemiluminescence signal: register shape-metal ion influence
- Evaluation of calibration models:
                a) Linear response: theoretical-empirical approach and empirical approach
                    PLS models and signal additivity
                b) Non-linear response: 52 design, pre-selection of variables
                    PLS models

RESULTS
Non-automated

Method

- Validation of method
                 calibration model-validation set, prediction of certified reference material
- Optimisation of chemiluminescence signal
                 optimisation criteria, chemical variables, hydrodynamic variables
                 control sequence, method robustness
- Unicomponent and univariate models
                 analytical parameters
- Calibration models: PLS and HPSAM
                signal vs. time registers: continuous-discontinuous injection
                Calibration errors and Validation errors

RESULTS
Automated

method

- Determination of water samples
                recovery assays and predictions
                comparison of calibration models

In the second part of the chapter, two stopped-flow manifolds have proposed for
simultaneous determination of chromium and cobalt in water samples. Automated
procedures based on multicommutation systems have emphasised the differences of their
catalytic effect in luminol-hydrogen peroxide chemiluminescence reaction. A more rapid
decay of signal was observed for Co for both configurations (discontinuous injection or
continuous injection). The influence of chemical and hydrodynamic variables has been
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studied in order to establish the robustness of method. The analysis rate was lower 1.5
min/replicate. HPSAM provides a simple claibration model contributing to develop an
anlyser for chromium and cobalt.

Chemometric tools have employed for the resolution of their contributions. Partial
least squares (PLS) and H-point standard additions method (HPSAM) have used as
multivariate calibration models. The percentages of explained variance were 97-99 %
(two factors). PLS and HPSAM have provided similar results. Standard mixtures, spiked
samples and a certified reference material have validated the proposed strategy. The
applicability has been demonstrated by the determination of Cr and Co concentration in
different water samples. The best results have been obtained for continuous injection
providing more robust predictions. Detection limit = 0.2 µg/L

- Analysis of phosphate
Table 85 summarises the phosphate study. A SI-manifold for filterable reactive

phosphorous (FRP) determination in natural waters has been developed. The
spectrophotometric detection of phosphorous species was performed after reaction with
molybdate and SnCl2. The effect of chemical and hydrodynamic variables has been
evaluated by univariate and simplex optimisation. Analytical figures of merit were
determined (linear interval 0.5-25 µmol/L, precision 5%, LOD 0.3 µmol/L of P). The
Schlieren effect was minimised by using of NH4Cl and a reference wavelength. The
salinity effect was modelled.

Different sampling campaigns were performed in Tamar estuary catchment. The
method was validated by recovery assays and a reference method (segmented flow
analyser). In all cases, precise and accurate results were obtained. A brief interpretation of
FRP values in Tamar estuary was carried out. Correlation between water quality
parameters were found and PCA model provided the most significant variables.

Table 85: Summary of phosphate study
PROBLEMS - Phosphate environmental importance and storage conditions

OBJECTIVES - Spectrophotometric method-flow techniques, interferences, other methods
METHOD - Spectrophotometric determination:

                  Molybdate - tin(II) chloride - phosphate reaction + SIA manifold
PROCEDURE - Sequential injection procedure

- Segmented injection procedure
- Sampling storage

RESULTS - Univariate optimisation
              NH4Cl, molybdate, SnCl2, reagent volume, coil length, dispensed volume,
              flow rate, modifications of SI sequence

Development of - Simplex optimisation
SIA system - Analytical figures of merit

                   linear calibration, RSD values, analysis rate
- Salinity study
- First campaign
              locations, water parameters, segmented flow method, recovery study
- Second campaign
              locations, water parameters, comparison with segmented flow method
- Third campaign
              locations, water parameters, comparison with segmented flow method

RESULTS
Determination in

water samples

- Modelling in Tamar estuary
              appearance of unfiltered and filtered samples, pH, conductivity, dissolved oxygen,
              quantitative relation, PCA, data variability, comparison of campaigns
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4.2.- GENERAL DISCUSSION
This thesis project was planned and performed with the general aim of proposing

some analytical solutions in water quality analysis. The proposed methods have been
based on the improvement of accuracy, precision and/or selectivity using different
strategies. The analytical solutions used have been better instrumental design, comparison
of storage protocols, use of derivatization reaction, improvement of stabilisation of
derivatives, new assemblies and automated procedures, optimisation of experimental
conditions, correction of interferent contribution, use of solid phase extraction cartridges,
development of standardisation strategies, simultaneous analysis or selection of better
calibration models. The different specific and general solutions, strategies and/or
objectives described in this thesis project are summarised in Table 86.

Table 86: Summary of thesis results: Interested subjects
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Automatization Batch X X X X
of analytical method Flow X X X X
Signal source Direct analysis X X

Derivatization X X X
Catalytic action X X X

S vs. t Batch-equilibrium X X
Kinetic X X X X X
Flow X X X X

Analyte Organic X X
Inorganic X X X X X

Water samples Harbour X X X
Lake X
River X X X X
Coast X X X
Estuary X
Potable-groundwater X X
Residual X X X
Dig X

Specific study of Sampling campaign X X
analytical step Storage study X

Preconcentracion X X
Pretreatment X X X
Previous derivatization X X
Register system design X X
Optimisation X X X X
Selection calibration model X X X X X
Validation X X X X X X X

Validation Recovery assays X X X X X X X
Quality assurance Statistical Control X X X X

Study of error sources X X X X
Reference method X X X X
CRM X X X
Theoretical modelling X
Artificial matrix X X X
GLP X X X X X X X
Harozous precautions X X X X X X X
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Different chemometric tools have been described in order to optimise the analysis
of water chemical parameters. This tools applied in different analytical context have
included statistical test, classification methods or calibration methods. Different models,
approaches, data pre-treatment or variable selection criteria have been used.

Nowadays, the analytical chemistry imposes the adaptation of the analytical
method to programmable instrumentation and data management. Then, these
characteristics have been emphasised in every chapter with the development or
improvement of software programmes and the adaptation of instrumental context.

The different specific and general chemometric solutions or strategies described in
this thesis project are summarised in Table 87.

Table 87: Summary of thesis results: Chemometric strategies
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Chemometric HPSAM X X X
methods GHPSAM X X X

ANOVA X
Standardisation X
Comparison of means X X X X
Comparison of variance X X X X
PLS X X X
Control chart X
PCA X X X X
Robust regression X
No linear regression X X
Simplex X X
Cluster analysis X

Variable number Univariate X X X
Multivariate X X X X X

Software utilisation Commercial programs X X X X X X
Improved programs X X
Developed programs X X X X

Application Optimisation X X X
Chemometric Signal selection X X X X
methods Interference cancellation X X X

Kinetic studies X X X
Standardisation X
Selection of model X X X
Calibration X X X X X X X
Simultaneous analysis X X
Comparison of results X X X X X
Interpretation X

Some improvements have achieved in the determination of the studied analytes in
this memory. A summary of the characteristics and the possibilities of the proposed
procedures is described in Table 88 and in the following.

For the analysis of phenols, the use of GHPSAM has provided a sample screening
method free of interferences. For the analysis of amines, the study has contributed to
stabilisation of amine derivative with OPA-NAC. The methodologies proposed for the
analysis of metals (Cr and Co) provided similar detection limits to ETAAS but with a low
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cost. Speciation of chromium (VI) has carried out using GHPSAM. Moreover, a new
design of a chemiluminescence flow cell has been performed. The application of
multivariate calibration models is a new strategy for chemiluminescence analysis being
possible the use of standardisation methods. Finally an analyser have been proposed for
analysis of chromium and/or cobalt. For phosphate analysis, an alternative method has
been proposed with a low consumption of reagents.

Table 88: Summary of thesis results: Advantages of proposed methods
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Suitability for in-situ analysis X X X X X X

Suitability for on-line analysis X X X X X X X

Simple sampling method X X X X X X X

Minimal treatment of the sample X X X X X X X

Permissible to the presence of
unknown interferences

X X

Low consumption of reagents X X X X

Environmental care X X X X X X X

Simple instrumentation X X X X X X X

Cheap analysis X X X X X X X

Non-qualified personnel X X X X X X

Suitable LD X X X X X X

Dynamic interval range adequate to
legislation

X X X X X X

Good reproducibility X X X X X X X

Improved sampling rate X X X X X X X
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4.3.- SUGGESTIONS   F O R   FUTURE   WORK
Therefore, the results and conclusions of the different chapters of this thesis can

origin some possible suggestions for future research projects. They can open some
analytical strategies that can be useful in order to improve the control of water quality or
in other areas. In fact, some of the proposals have been already assayed. The real
possibilities of performance have been evaluated showing the initial research way. In
other cases the results of this thesis are being used as reference in projects of the research
group. For instance, the described programmes are normally employed.

Anyway, the following suggestions are a modest guideline based on the research
experience and an attempt for improving the proposed determinations according to
analytical parameters and quality criteria. Moreover evaluating the proposals, the real
advantages or limitations of the proposed methodologies can be assessed. The
suggestions are organised in function to thesis schedule but some conclusions can be
applied in other areas.

- Analysis of phenolic compounds
- As the toxicity varies for the different compounds, the following step of the

investigation should be the specific determination of each phenolic compound or family.
At least, the determination of the most toxic although relative abundance is lower than
phenol, for example. In order to achieve the simultaneous analysis, it is possible to
suggest the combination of GHPSAM and PLS properties. It means the use of GHPSAM
for locating and correcting the matrix effect and reagent variations and PLS for
discriminating the source of signal increments. The initial studies using this combination
show interesting results.

- The automation of the procedure is feasible for two options described. On-line
pre-concentration with an optional derivatization reaction system can be designed. It will
make easy the application of the proposed methodology to water quality control.

- In reference to environmental aspects, more relevant sampling campaigns will
provide more information about the evolution of these contaminants in the studied area.
The monitoring of phenols can alert to toxic waste or spellings and can help
environmental management. The study of depth profiles can be an objective for
estimating the evolution of these compounds in water matrix.

- This procedure can be adapted for teaching laboratory experiments because is a
good example of a environmental determination. Its application is easy and simple and
provides accurate and precise results. All steps of analytical method can be explained for
this kind of analysis: sampling, pre-concentration, derivatization, equilibrium and kinetic
measurement, calibration options and data interpretation.

- Analysis of amines
- The first suggestion is more water sample analysis. The number of samples

should increase in order to demonstrate the applicability of method in water control. A
sampling campaign is already planning. Some sampling locations have been found where
the monitoring of polyamine can be useful. They correspond to points where the pollution
for natural waste or waste putrefaction is observable.

- Establish a storage protocol for amines in water samples is a valuable project.
The comparison of different preservative addition, different store temperature or different
sampling-store containers should be performed. Additionally, the options of the on-field
derivatization or in-field retention in supports could be improved.
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- The determination of others amines present in water matrix could be developed
by a global, simultaneous or specific method.

The study could include aliphatic amines (methylamine, dimethylamine,
ethylamine, isopropylamine or diethylamine), alicyclic amines (pyrrolidine, morpholine,
piperidine, agmatine, hystamine, tyramine, pyrrolidine or piperazine) or aromatic amines
(N,N-dimethylaniline, o-dianisidine, o-phenylenediamine, o-touidine-dihydrochloride, 1-
naphthylamine or o-phenetidine).

- An interference study would be very important for samples containing elevated
levels of some pollutants or natural components in water.

- The automation of procedure to on-line chromatographic system is the final aim.
It involves a switching method using pre-column and/or on-column derivatization
strategies.

In fact, most of these suggestions are part of the project is developing nowadays.
Spanish Ministry of Science and Technology has already supported the project about the
determination of amines in water samples.

The internationally recognised experience of the research group in amine analysis
with different methods and different matrix guarantee the acquisition of accurate and
precise results.

Like the published papers about the amine determination in pharmaceutical,
beverage and biological fluid matrix, the future papers may be used as analytical
reference for many authors.

- Analysis of chromium (VI)
- The direct application of described strategy is the analysis of wastewater or

polluted water. The use in other water analysis such as natural water, groundwater or
coastal water needs an improvement of the procedure. For achieving the useful dynamic
range of concentrations a pre-concentration step must be included. An in situ system
could also designed in all applications.

- Another interesting area could be the determination of other analyte that is
present in two forms in water. The possible analytes would be Fe(II)-Fe(III), NO3

-- NO2
-

or mercury species. Most of the conclusions and methodology employed could contribute
for modelling the equilibrium between both forms.

- The combination of GHPSAM with other chemometric tools could improve the
results of this kind of analysis. In this sense, some methods can be used to select the best
signal increments. Traditional pattern recognition techniques can perform the
discrimination between analyte and interference contributions. It means the use of lineal
discrimination analysis (LDA), quadratic discrimination analysis (QDA) or soft
independent models of class analogy (SIMCA). The combination of GHPSAM with self
modelling curve resolution methods (SMCR) could be a revolutionary strategy to solve
the determination of analytes in presence of unknown interference even if two species are
related an equilibrium. SIMPLISMA (simple to use interactive self-modelling mixture
analysis) and SPFA (spectral factorial analysis) are two examples of this family methods.
The results of this research group have demonstrated the initial hypothesis even have
overcome the more optimistic objectives. It is a promising approach for curve resolution
area.



Capítulo 4: CONCLUSIONS

- 284 -

- Univariate analysis of chromium
- The chemiluminescence reaction between luminol and hydrogen peroxide

catalysed by metal ions has been applied to determine the metal concentration. But some
authors have published of this reaction for determining H2O2 in water samples. The
optimised procedures, the acquired knowledge of this reaction and improvements in cell
design could be adapted in this determination. The initial recommendations will be to
employ luminol as reagent and Co(II) as catalyst. In absence of masking agent, free
cobalt ion produce a spectacular response even in very low concentrations. Some
environmental chemistry manuals emphasised the importance of peroxide in the
geochemical and biochemical cycles of some species.

- The spite of measurement step is automated, the reduction pre-treatment is a off-
line procedure. Then a deeper investigation of this stage would be interesting. The
development can be planned in two action ways. The first option is the use an alternative
reduction reaction that the automated could be simple. The second one is the adaptation
of microwave assisted treatment. It could be achieved by using of a stopped-flow
assembly. Some samples will be processed simultaneously employing a parking system.

- A new cell design would be proposed, consisted of an assembly similar to
integrating spherical cell that have been published already. But the adaptation to
conventional fluorescence spectrophotometer should be composed of a mirror design.

- In some studies of this thesis, the efforts have been directed to achieve selectivity.
However, the trends of water analysis describe the need of analytical solutions for alert
methods. It means methods that inform of a spelling or a toxic change in water
composition. In these methods to know the specific pollutant is a second object, it is a
screening method. A second powerful method would be applied for the selective
determination in positive samples. Therefore, global analysis methods of metals will be
useful. This objective can be achieved following an ambitious and methodical research
projects. It should include studies of pre-concentration, pH effect and equilibrium-kinetic
variations. Luminol reaction is catalysed by some trace metals then is a candidate reaction
for this global determination. Chemometric tools would be applied to classify polluted
water, to model the source of contamination or quantify the contribution of every
pollutant.

- Multivariate analysis of chromium
- The localisation of concentration interval for linear response has been performed

using robust univariate calibration. An interesting project would be the use of
multivariate methods or other analytical criteria. For instance, a criteria based on the
increase of latent variable number in linear PLS model should indicate a non-linear
contribution. Moreover, calibration methods using robust statistics is a powerful
methodology for resolving different chemical situations.

- Although some non-linear calibration models have been compared, more
strategies have been published. A family of calibration methods that have not been
assessed is the neural network approaches. These chemometric tools have resolved
analytical system in presence of no-linearities. The adaptation or programming of these
algorithms would be the first part of the project. A future application could be based on
these models using different neural network configurations

- DS and PDS method have demonstrated reliable calibration transference in some
different experimental conditions. But there are more standardisation strategies that
should be compared in order to evaluate the effective results. Some methods are based on
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the standardisation of registered data as DS or PDS, or on the standardisation of
calibration models.

- The set of studies has been applied to chemiluminescence signal produce by
catalyst action of chromium. Nevertheless, the determination of other pollutants should
be evaluated. Perhaps, the proposed strategy must be redefine to be more suitable for
these analytical circumstances.

- The standardisation has been applied to some instrumental variations. But some
experimental factors could be also assessed such human variations, differences of
chemical reagent quality, more commercial or laboratory-made detection systems or
portable instrumentation.

- The adaptation of boxplots, cluster analysis or PCA to quality control assays is a
tempting objective. The use of these control charts is a powerful strategy and could be an
ambitious R+D+I project. These representations can be applied in some analytical areas,
such as industrial or environmental analysis, in order to detect variations in the validity of
calibration models. A loss of prediction ability will be detected in these graphs.

- Simultaneous analysis of chromium and cobalt
- Environmental interpretation of chromium and cobalt concentrations could be

carried out. Sampling campaigns may inform about chromium and cobalt cycles and
distribution in water reservoirs of Valencia area. Both trace elements have also an
important contribution in sea cycles in function of water depth. Then, seawater and
oceanic water could be analysed to estimate the applicability of this method for very low
concentrations.

- Standardisation using DS or PDS of registers obtained from the contribution of
two o more analytes have already published for IR determinations. However, the
application in chemiluminescence area is a challenge. The initial assays with flow-
stopped registers of chromium and cobalt have provided similar results to chromium
standardisation. But the selection criteria of transference subset must be redefined in
order to obtain the most accurate and precise prediction in this context.

- pH profiles or EDTA profiles are function of metal catalyst. The simultaneous
analysis can be based on this property. A correct use of chemometric tools can model
these variations with a quantitative objective. Since the analytical chemistry can be define
as the search of specific differences. In general, these differences can be achieved using
reagents, interaction, radiation, etc. In this case, pH control and EDTA addition can
produce differences between chromium, cobalt and interferents.

- The commutation is a new approach in flow analysis configurations. But
comparing the development of switching techniques in chromatography, the estimations
of commutation methods in flow analysis should be optimistic. The number of paper and
manuals will increase spectacularly. For this determination, a best assembly design could
be performed in order to reduce reagent or sample concentration. It means to adjust the
injection of sample in the optimum interval or to control the reagent addition. This
strategy produces low cost analysis, a reduction of time analysis (reagent preparation
minimised) and improvement of sensibility as some authors have demonstrated.

- HPSAM based on localisation of variable pairs with same interference response is
a consolidate method. HPSAM has been applying in different situations correcting
different problems in research interval of 15 years. However, the HPSAM option based
on k-ratios could be improved by a better variable selection. The study of new operative
criteria could be a interesting project.
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- Analysis of phosphate
- In future research, a deeper investigation in order to solve different problems of

the determination. The study of Schlieren effect on the phosphorus determination could
be completed and therefore the sensitivity of the method could be improved. The
influence of the water salinity is very important in the intensity of the signal. The
development of a method that it can be applied for FRP determination in estuary waters
independently of salinity value would be useful. Other solution for the study of influence
of the water salinity and correction of Schlieren effect can be multivariable methods. The
use of calibration models using salinity values and FRP concentration information can be
interesting. These methods would reduce the experimental effort. Other
spectrophotometric methods with SIA can be done for FRP determination as using
ascorbic acid as reductant. An interference study (silicate and arsenate in particular)
would be very important for samples likely to contain elevated levels of those parameters.

- Some sampling aspects could be considered. More monitoring in Tamar estuary
and Plymouth coastal region will provide environmental information of phosphorus
availability. Therefore, the interpretation of more samples and the correlation with
locations and other water quality parameters will obtain important conclusions. The
evaluation of FRP in Valencia area will be an ambitious research project. Another
interesting area could be the application of the SIA method to the determination of
phosphorus in oceanic and seawater samples.

- The evaluation of different phophorous species can be improved. The
development of a SIA system for the FRP determination is achieved in this thesis.
However, determination of TRP, TFP and TP with SIA system could be developed by
combining various sample treatment procedures with SIA (in-line or on-line).

- The environmental interpretation of historical data 1974-1997 in the Tamar
catchment is also proposed. The overall aim will be to characterise relationships between
environmental parameters from 1974 to 1997 in Tamar catchment. Values of different
environmental parameters in this area will be evaluated. The variables that will studied
include climatic parameters, physical, chemical and biological parameters of water: Rain
fall, Water temperature, River flow rate, Suspended solids (SS), Total oxidised nitrogen
(TON), Filterable reactive phosphate (FRP) and Chlorophil A. The specific objectives
will be: evaluation of annual and seasonal trends, perform studies of variables correlation,
analysis univariate and multivariate of data (linear regression, PCA, LDA) and evaluation
of a seasonal model or a model with lower frequency (weeks).

- A very interesting determination is the estimation of organic dissolved
phosphorous (DOP) in water samples. In fact, this study has been started and a SI
manifold for dissolved organic phosphorus determination in water has been proposed.
The organic phosphorus compound is photooxided using an oxidant reagent and UV-
irradiation.
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- Global analysis
The final proposal is the most ambitious challenge but is unfortunately less

probable and realistic project, also. It supposes a global estimation of environmental
situation in Valencia area because the information is not enough, nowadays. This project
could be the total application of research experience and proposed methods for
monitoring and modelling water quality in this urban, industrial, agricultural and coastal
area. The planning and performance of this environmental study need the contribution of
the specialists in different scientific areas such as biology, geology or chemistry.
Although, the studied analytes cover different organic and inorganic compounds, the
selection of chemical parameters must be increased. The correct selection of sampling
points is a critical point in terms of representativiness and future environmental
management decisions. Together with proposed methods, the development of new
analytical methods must be performed. The information provides for these chemical
parameters will combine with other studies including climatic physical and biological
parameters of water. A methodical monitoring of quality water will permit the
interpretation of temporal, seasonal or spacial evolutions and the detection of new sources
of pollution. The resolution of practical and operative problems from the application of
this study could complete the initial objectives.
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6.1.- SCIENTIFIC COMMUNICATIONS
The results of this thesis have been presented in some analytical and environmental

conferences:

- Attendance at national meeting of XI Scientifical meeting of Spanish Society of
Analytical Chemistry (Valencia, Spain 1999) and presentation of three poster
communications:

“Solid-phase extraction as step of interference elimination in urine samples in
spermine determination”

“Stability study of OPA-NAC-spermine derivate in different cartridges”
“Determination of Cr(VI) in natural and residual water”

- Attendance at international congress CAC-2000, 7TH International Conference
on Chemometrics in Analytical Chemistry (Antwerp, Belgium 2000) and presentation of
four poster communications:

“The generalised H-point standard-additions method in kinetic studies with an
absorbent reagent evolution”

“Spectrophotometric determination of phenols in unknown water samples by the
generalised H-point standard-additions method”

“Calibration transfer in chemiluminescence analysis”
“A chemometric study of the Cr(III) and Cr(VI) chemiluminescence determination

by luminol-hydrogen peroxide reaction”

- Attendance at international congress IPTW2001 Connecting Phosphorus
Transfer from Agriculture to Impacts in Surface Waters (Plymouth, UK 2001)

- Attendance at international congress PICO Progress in Chemical Oceanography
(Bangor, UK 2001)

- Attendance at international congress VII International symposium on analytical
methodology in the environmental field (Valladolid, Spain 2002) and presentation of
three poster communications:

"Multivariate calibration applied to simultaneous chemiluminescence
determination of cobalt and chromium"

"Kinetic phenol and o-cresol determination by generalized H-point standard
method in unknown water samples"

"Multivariate standarization for nonlinear chemiluminescence data. Application to
chromium determination by luminol-hydrogen peroxide reaction"

- Attendance at international congress X International symposium on
Luminescence spectrometry-detection techniques in flowing streams-quality assurance
and applied analysis (Granada, Spain 2002) and presentation of three poster
communications:

“Influence of water sample storage protocols in chemiluminescence detection of
trace elements by batch or FI modes”
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“Commutation flow assemblies for obtaining time-intensity curves in
chemiluminescence analysis”

“Simultaneous chemiluminescence determination of cobalt and chromium based on
kinetic differences by h-point standard addition method by use of commutation flow
assemblies”
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6.2.- PAPERS
The results of this thesis have produced some scientific papers. Some of them are

published in international analytical or environmental journals. Other are submitted for
publication or in redaction step. Nevertheless, the paper drafts are included.

P. Campíns-Falcó, L. A. Tortajada-Genaro, R. Antequera-Baixauli and F. Bosch-
Reig
Spectrophotometry determination of phenols in water samples by the GHPSAM

Int. J. of Environ. Anal. Chem., 79 (2001) 241

L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó and F. Bosch-Reig
Kinetic phenol and o-cresol determination by the generalized H-point

standard-additions method in unknown water samples
Journal: Submitted

P. Campíns-Falcó, C. Molins-Legua, A. Sevillano-Cabeza and L. A. Tortajada-
Genaro

O-phtaldehide-N-acetyl cysteine-poliamine derivates: formation and
stability in different supports. Application to polyamines in urine
samples

J. Chromatography B, 759 (2001) 285

P. Campíns-Falcó, L. A. Tortajada-Genaro, C. Molins-Legua, and F. Bosch-Reig
Determination of biogenic amines in water samples based on o-

phthaldehide-n-acetylcisteine derivatization. Applicabilty scope
Journal: in redaction, paper draft

L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó, F. Blasco-Gómez and F. Bosch-Reig
The Generalized H-Point Standard-Additions Method to determine

analytes present in two different chemical forms in unknown
matrix samples. Part I: General considerations

Analyst, 125 (2000) 771

L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó, F. Blasco-Gómez and F. Bosch-Reig
The Generalized H-Point Standard-Additions Method to determine

analytes present in two different chemical forms in unknown
matrix samples. Part II: Cr(VI) determination in water samples
by absorption spectrophotometry

Analyst, 125 (2000) 777

P. Campíns-Falcó, L. A. Tortajada-Genaro and F. Bosch-Reig
A new flow cell design for chemiluminescence analysis

Talanta, 55 (2001) 403

Y. Moliner-Martínez, S. Meseguer-Lloret, L.A. Tortajada-Genaro and P. Campíns-
Falcó

Influence of water sample storage protocols in chemiluminescence
detection of trace elements
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Calibration transfer in chemiluminescence analysis. Application to

chromium determination by luminol-hydrogen peroxide reaction
Anal. Chim. Acta, 446 (2001) 385

L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó, J. Verdú-Andrés and F. Bosch-Reig
Multivariate vs. univariate calibration for non-linear

chemiluminescence data. Application to chromium determination
by luminol-hydrogen peroxide reaction

Anal. Chim. Acta, 446 (2001) 155

L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó and F. Bosch-Reig
Multivariate standarization for nonlinear chemiluminescence data.

Application to chromium determination by luminol-hydrogen
peroxide reaction

Journal: Submitted

P. Campíns-Falcó, L. A. Tortajada-Genaro, S. Meseguer-Lloret, and F. Bosch-Reig
Multivariate calibration applied to simultaneous chemiluminescence

determination of cobalt and chromium by batch mode
Journal: Submitted
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UNPUBLISHED PAPER

KINETIC PHENOL AND O-CRESOL DETERMINATION BY
THE GENERALIZED H-POINT STANDARD-ADDITIONS

METHOD IN  UNKNOWN WATER SAMPLES
L. A. Tortajada-Genaro, P. Campíns-Falcó* and F. Bosch-Reig

Departament de Química Analítica, Facultad de Química, Universitat de València, C/ Dr. Moliner
50, E-46100 Burjassot, Valencia. Spain

ABSTRACT
The generalized H-point standard-additions method (GHPSAM) is proposed for first time to kinetic

analysis. The analyte concentration is estimated independently of reagent consumption respect analyte
concentration and/or reagent evolution with time and/or presence of interference in unknown samples.

The method was applied to the reaction of phenol and o-cresol with p-aminophenol and KIO4 in
presence of NaOH. Pseudo-first order kinetic behaviour of the reaction products is observed. The
unbiased formation rate constants of phenol and o-cresol derivatives have been calculated.

The analytical figures of merit were determined. Detection limits achieved were 0.02 µg/L of phenol
and 0.02 of o-cresol using a preconcentration factor of 10. Repeatability values were 3.7 % for phenol and
2.0 % for o-cresol and reproducibility values were 6.9 % and 3.5 %, respectively. Accurate and precise
results have been obtained when the method was applied to real samples.

Keywords: GHPSAM; solid-phase extraction; UV-visible spectrophotometry; derivatization with p-
aminophenol and KIO4; phenol and o-cresol

* Correspondence author
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INTRODUCTION
Phenolic compounds may be found in

industrial wastewaters, natural water and potable
water supplies. Their origin is linked to industrial
activities and painting wastes. Levels of 1 mg/L of
phenolic compounds in water are toxic and must
be controlled. The concentration of phenols in
drinking water is limited in most countries. The
upper limits for total phenol are fixed by some EU-
Directives at 0.5 µg/L in drinking water, at 50
µg/L in bathing water and at 1-100 µg/L for
surface water intended for the abstraction of
drinking water.

Unbiased UV-visible methods could be used as
screening sample methods in order to reduce costs
and saving time in the laboratory. It is important
when a high number of samples must be
processed. Our research group has demonstrated
how the generalized H-point standard addition
method (GHPSAM) [1] can isolate the unbiased
analyte signal in a sample where unknown
interferents are present. The method is based on
the location of linear spectral intervals for the
global interference in the entire spectral region
measured when equilibrium measurements are
considered.

The simultaneous recording of absorbance as a
function of time has permitted the resolution of
several chemical systems. The use of mathematical
methodologies including non-linear and linear
regression [2], partial least-squares [3], non-linear
or extended Kalman filter [4], factor analysis [5]
and H-point standard addition method [6] has
allowed to estimate the concentrations and the rate
constants. Some of these methods have applied for
determining phenolic compound kinetics or
concentration as Kalman filter [7], artificial neural
networks [8], partial least-squares [9-10], or factor
analysis [11].

In this paper, GHPSAM is now proposed to
obtain the unbiased analyte kinetics and to
determinate analyte concentration free from bias
error. For a mixture of the derivatized compound
X and the excess of reagent R, the evaluation of
kinetic data matrix is obtained. The matrix
dimensions of spectrophotometric data are time,
wavelength and analyte concentration. The spectral
regions where reagent R can be considered as
linear are found and compound X concentration is
estimated. The presence or absence of synergism
can be established. The method was applied to the
determination of the kinetics of the analyte in the
reaction of phenolic compounds with p-
aminophenol (PAP) in presence of NaOH and
KIO4. The method was also applied to determine
phenol and o-cresol in different water samples.

The reference method for the determination of
phenols is based on the oxidative coupling reaction
with 4-aminoantipyrine (4-AAP) and absorbance

measurement at 510 nm [12]. The detection limit is
0.5 µg/L with chloroform extraction method and 1
µg/L with direct photometric method.
Nevertheless, PAP reagent was chosen for
providing easy, sensitive and selective
derivatization of phenolic compounds. Even both
reagents are not useful for the determination of
para-substituted phenols, 4-APP also requires
preliminary long-time distillation of the sample.
The preconcentration step for PAP determination
is only needed for samples with low phenolic
concentration. According reference 13, limit of
detection using PAP is 0.97 µg/L of phenol.

Although, the coupling of gas chromatography
and mass spectrometric detection with a previous
extraction step [14-17] can be considered as the
definitive method. The range of detection limits of
these methods is 0.1 – 1 µg/L.

The combination of a preconcentration step
with styrene divinyl benzene cartridges and the
treatment of the native analytical signal for
phenols by GHPSAM has been also proposed [18].
Detection limits were 2.4 µg/L (phenol) and 4.8
µg/L (o-cresol) at preconcentration factor 333. The
present paper besides to translate the GHPSAM to
kinetic methods, improves the spectrophotometric
determination decreasing the concentration factor
needed.

THEORETICAL BACKGROUND
The GHPSAM makes it possible to estimate

the concentration of an analyte in presence of an
unknown interferent. The first step to apply the
GHPSAM is the location of linear intervals in the
interferent spectrum for each time.

Let us assume that X is the analyte or its
selected form to be determined and Z is the
unknown global interference. If the spectral
behaviour of the interferent Z (AZ,j) in the range of
wavelengths λ1-λm, can be described as a straight
line with an a intercept and a b slope at a given t
then it can be written:

AZ,j = a + b λj λj ∈ [λ1, λm]   [eq. 1]
The absorbance of the sample S at each

wavelength in the interval selected will be the sum
of the absorbances of X at a concentration cX and
of Z at time t:

AS,j = AX,j + AZ,j = MX,j cX + a + b λj    [eq. 2]
where AX,j is the absorbance at λj of X at time t

and Mj is the molar absorption coefficient and the
optical path product (or related measure) at λj of
the analyte X at time t.

The second derivative absorbance of the
sample with regard to the wavelength in this
interval is:
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Equation [eq.3] can be re-written as:
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Thus, when plotting the values of the ratio
A MS j j,

'' ''/  vs. λj for each time, constant values
equal to the analyte concentration will be obtained
in those intervals where the interferent spectrum
presents a linear behaviour for each time.

In a previous work, it was reported a
complementary procedure for the location of linear
intervals in the interferent spectrum. This
procedure can be translated to kinetic analysis
considering a given time. The linearity of the
interferent, Z, was located by considering the value
of the sample first derivative spectrum equal to the
value of the first derivative of the interferent at the
wavelength of the maximum absorbance (λm) of
the analyte, X.
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Selecting a couple of wavelengths λj and λk
where the analyte presents the same absorbance
(AX,j = AX,k) for a time t, the absorbance increment
∆AS,j,k can be written as:

∆AS,j,k=AZ,k + AX,k - AZ,j - AX,j=AZ,k - AZ,j   [eq. 6]
Dividing ∆AS,j,k by the corresponding ∆λj,k, a

value equal to the sample first derivative at λm will
be obtained if the interferent is linear in this
wavelength interval, for this time t.
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The value of ∆AS,j,k/∆λj,k must be included in

( )dA d
m

S/ λ
λ

 ±  ( )3 × s dA d
m

S/ λ
λ

 in order to

consider the absorbance of the interferent as linear
in that range of wavelengths for a time t.

Three wavelengths λj, λk and λl within the
interferent linear interval [λ1, λm] must be selected
to calculate the concentration of the analyte. The
absorbance of the sample at those wavelengths and
a time t, considering that the standard addition
method has been followed, can be written as:

AS,j = MX,j 0
Xc  + MX,j i

Xc  + a + b λj

AS,k = MX,k 0
Xc  + MX,k i

Xc  + a + b λk

AS,l = MX,l 0
Xc  + MX,l i

Xc  + a + b λl [eq. 8]

where 0
Xc  is the analyte concentration in the

sample, i
Xc  is the analyte added concentration (the

i superscript denotes the different standard
additions) and MX,j, MX,k and MX,l are the slopes of
the calibration lines (or the molar absorption
coefficients or related measure) at λj, λk and λl of
the analyte X for a time t.

Two parameters, p and q, can be defined as:
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and also two lines can be defined as the
weighted differences between AS,j and AS,l and
between AS,j and AS,k

q ∆AS,j,l = q (AS,j - AS,l) = q ∆Mj,l
0
Xc  + q (AZ,j - AZ,l) + q ∆Mj,l i

Xc
p ∆AS,j,k = p (AS,j - AS,k) = p ∆Mj,k 0

Xc  + p

(AZ,j - AZ,k) + p ∆Mj,k i
Xc           [eq. 10]

These two lines permit the calculation of the
concentration of the analyte from the abscissa of
their intersection point, the so-called H point (-cH,
∆AH), where cH is equal to cX

0 , the analyte
concentration in the sample at a given time t:
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          [eq. 11]

From this expression we can optimise the
wavelengths (λj, λk and λl) to be those that make
bigger the denominator in equation [eq. 11], in
order to obtain the most accurate results.

Let us consider the spectrum of global
interference changes in function of time but the
spectral behaviour in [λ1, λm] range is linear for
every time value. Using GHPSAM increments, the
effect of interference can be eliminated
independently of time value. If the shape of
analyte spectrum does not change in function of
time, GHPSAM models will be valid
independently of time value. This case corresponds
a mixture where total interference (reagent or
sample interference) and/or analyte present a
evolution in function of time.



EXPERIMENTAL SECTION
APPARATUS AND REAGENTS
For the measurements a Hewlett-Packard

HP8453 UV - visible diode-array
spectrophotometer (Palo Alto, CA, USA) equipped
with a 1-cm pathlength quartz cell was used. The
spectrophotometer was interfaced to a Hewlett-
Packard Vectra XM 5/90 personal computer.

All chemicals were of analytical reagent grade
unless stated otherwise. The following reagents
were also used: phenol (Panreac, Spain), o-cresol
(Merck, Germany), p-aminophenol (Aldrich,
Spain), KIO4 (Prolabo, France), MeOH (Merck)
and H3PO4 (Panreac). All solutions were prepared
with ultrapure water genered by a Nanopure II
system from Barnstead.

The stock and working solutions of PAP were
prepared daily in boiled and cooled distilled water.
Boiling the distilled water for 10 minutes is very
important to avoid the oxidation of PAP by
dissolved oxygen.

PROCEDURES
Standard procedure
Batch derivatization procedure, similar to

described in reference 13, was used. 1-ml volume
of 300 mg/l PAP, 1 ml of 3.3 × 10-3 mol/l KIO4

and 200 µl of 0.165 mol/l NaOH were mixed with
0.8 ml of phenolic compound solution. The
working standard solutions of phenol or o-cresol
were prepared at a concentration ranging between
0 and 37.5 µg/l. The absorbance between 500-750
nm was recorded as a function of time starting at
20 s after the addition of NaOH solution, at 30 s
intervals up to 580 s.

Phenolic compound  determination in water
samples

Water samples were collected from L’Albufera
(Valencia, Spain). Samples were filtered and
stored in acidic conditions (H3PO4 pH=3). Spiked
samples were also prepared.

Solid-phase extraction was performed previous
phenolic derivatization and spectrophotometric
measurement [18]. Extraction columns (Strata
SDB-L cartridges, Phenomenex, USA) were
conditioning by drawing through 2 mL of
methanol, followed by 5 mL of acidic water
(H3PO4 pH=3). Acidic standards and samples were
transferred to the cartridge and washed with 1 mL
of acetonitrile-water (1:3 v/v). After that, the
phenolic compounds were eluted from the column
with 3 mL of acetonitrile-water (1:1 v/v). The
absorbance values were measured as explained in
previous section.

Partial least-squares (PLS) calculations were
made using The Unscrambler (CAMO) statistical
package. To develop the calculations for

GHPSAM, a program written in VisualBasic
language (Microsoft Excel) was used.

RESULTS AND DISCUSSION
Initial consideration about signal as function

of time
The aim is the unbiased determination of the

kinetics of the analyte in the reaction of several
phenolic compounds with p-aminophenol and
KIO4 in presence of NaOH, in spite of the
absorbent reagent evolution by avoiding its
contribution to the total signal. The phenol and o-
cresol were chosen as examples of phenolic
compunds. Phenol is the most common
environmental phenolic contaminant and o-cresol
was selected as model compound of bi-substituted
phenolic compounds.

Figure 1 shows the spectra in function of time
for blank reagent solution and for standard
solutions. As it can be seen the maximum of the
spectra is located at λ = 626 nm for phenol
derivative and at λ = 614 nm for o-cresol
derivative. For these wavelengths, the proportion
of the reagent absorbance respect the total
absorbance is between 10 - 80 %.

(a)

(b)

(c)

Figure 1: Spectra as function of time for reagent blank
solution (a), 5-ppm phenol standard solution (b) and 5-ppm o-
cresol standard solution (c)

A linear spectral behaviour of the blank
solution as function of the wavelength can be
observed for the different times. Moreover, the
blank reagent solution presents a kinetic variation
that implies changes in the spectral shape. This
evolution is bigger for the lower wavelengths than
for the higher wavelengths. This spectral
behaviour of the blank solution can be described as
a line whose slope and intercept are increased in
function of time.



For each time, the univariate calibration curve
of each analyte phenol or o-cresol was calculated.
The normalised representations of slope (εnor,j) as
function of wavelength, εnor,j vs. λj plots, are

identical for the different times for the region 580 -
740 nm (Table I). These fact indicate that the
spectral shape of phenolic derivatives does not
change in function of time.

Table I: Parameters of εnor,t vs. εnor,580 regressions (n=161) for phenol and o-cresol calibrations in the interval 580-740 nm
Reaction time

(s)
20 140 220 300 420

Phenol b 1,08 ± 0,09 1,04 ± 0,06 1,03 ± 0,05 1,02 ± 0,03 1,00 ± 0,03
a -0,09 ± 0,06 -0,05 ± 0,04 -0,03 ± 0,03 -0,02 ± 0,02 -0,01 ± 0,02

R2 0,9990 0,9995 0,9997 0,9998 0,9999
sYX 0,12 0,08 0,07 0,05 0,04

o-cresol b 1,02 ± 0,02 1,02 ± 0,06 1,03 ± 0,04 1,05 ± 0,01 1,04 ± 0,08
a -0,05 ± 0,15 -0,05 ± 0,12 -0,06 ± 0,10 -0,06 ± 0,07 -0,05 ± 0,06

R2 0,993 0,996 0,997 0,998 0,999
sYX 0,30 0,24 0,20 0,15 0,12

Selection of analytical signal
In the Figure 2, an example of ''''

, / jjSA ε  vs. λj

plots for the standard solutions at given time value
are shown. Being ''

jε  the second derivative of the
molar absorption coefficient of the phenolic
derivative, obtained from the slope of the linear
calibration curve for a time evolution of 580 s. In
spite of the noise, the signals in the interval 600-
740 nm can be considered as adequate for the
calculation of phenolic compound concentrations.

Two linear subintervals can be distinguished. The
more evident noise in the first region (600-650
nm) is due to the presence of inflection points in
the analyte spectrum, see figure 2. The possible
divisions by zero (inflection points for the analyte)
must be considered in order to eliminate them
because of the abnormal high or low ratio values
that can be obtained. Therefore, this spectral
situation will need an additional study in order to
demonstrate the linearity of the interferent.

�
�

�
�

�
�
�

�
�
�

��
��
��
��
��
�
���
��
���
������
���������
��
��
��������
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
���
����
�����
�
�
������
������
��
��
��
��
��
�
�
�
�
�����
��
��
����
��
��
����������
�
�
��
�
�
���
�
�
��
��
����
��������
�����
������������������������
���������
��
�
��
�
�
����
��
��
�������
�
�
�
���������
�
�
�����������
��
��
������
����������������
��
��
�������
�����������������������
�
�
��
��
��
�
�
�
�
�

�
�
�
��
��
���
���
����
����
����������
�
�
��
�
�

�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�
�
��
��
��
���
������
����
�����������������������������

��
��
�������
�
�
������������
�
�
�������
�����������
�
�
�
�
�����������������������
����
��
��
��
��
�������������������������������������������

����������
�
�
�
�
�
�
�
�������������
�
�
����
������������
�
�
�����
��
��
��
�
�
��
�
�
��
�
�
�
�
�

�
�
��
����
����
����
����
������
������
��������������
�
�
�
�����������������
��
��
��
��
��
��
��
��

��
��
�
�
�
��
�
�
�����
����
���
��
����
��������������������������������������������������������������������������������������������������

��
��
�
�
�
�
�
�����������
����

�
�

�
�

�
�
�

�
�

��
��
��
��
��
�
���
��
����
������
����
�
�
��
��
����������
��
��
�
�
�
�
�
�
��
�
�
�
���
������������
���������������
�
�
���
��
��
����
��
��
���
�������
�
�
�����
������
����
�������
�
�
�
����������
�
�
���
�����
����������
�
�
���
��������
��
��
��������
�
�
�
���������
�
�
�����������
�
�
�����
���
�
�
�����������������
��
��
�������
�
�
���
�
�

�
�
�
�
�
��
���
��
��
���
����
�����������
�
�
���
�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�
�
��
���
��
����
������
����
��������
�
�
����
��������������
��
��
���������
������
��
��
���������������
��������
�
�
����������������������
��
���������
�
�
������������
�������������������������������������������������

�����
�
�
��
�
�
�
�
�
�
�
�������
��
��
�������
�����
����������
�
�
���
��
��
����
��
��
��
�
�
��
�
�
��
�
�

�
�
����
��
����
����
����
��������
������
������������������
�
�
��������
������
��
��
����
��
��
����
��
��

��
��
��
�
�
��������
���
���
���
�����������������������������������������������������������������������������������

�
�
�
�
��
��
������
��
��
��������
���

�
�

�
�
�

�
�

�
�

��
��
��
��
��
��
��
���
����
�������������������
��
��
���
�
�
�
�
�
�
�
�
��
����
��������������
��������������
�
�
���
��
��
����
��
��
��
��
��
�����
�
�
�
�
��
������
�����
��������
��
��
���������
�����
�
��
�������
�
����������
��
��
����
��
��
���������
��
�
�
����
�
�
���������
�������
������
�
�
�
�����������
�
�
�
������������
�����
�
�
�������
�
�

�
�
�
�
�
�
��
��
���
����
�����
�������
�
�
����
�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�
�
��
���
����
����
����
������
�������
�
�
�����
�����������������
��
��
����������
������
�
�
������
��
��
�
�
��
�����������������������������������������

��
��
�
�
�������������
����������
�
�
�
�
��
��
��
��
��
��
����
�
��
�������������

�
�
�
�
������
������������������
�
�
��
�
�
�����������
������
�����
��
��
�����
�
�
����
��
��
����
��
��
�
�
�
��
�
�
��
�
�

�
�
��
����
����
��
������
������
��������
���������������
�
�
�������������������
��
��
����
��
��

��
��
�
�
�
���������
���
��
�����
������
�
�
��
��
������
�
�
�
��
��
��
��
�
����
��
��������
�
��
�
�
��
��
��
��
�
�
�
�
��
����
�
�
�
�
�������
��
��
��
�
�
�
�
�
�
��
��
����
��
��
��
�
��
�
�
��
��
��
��
�
�
�
�
�
�
����������������������
�������
�
�
��

(a)

0

10

20

30

40

50
0

55
0

60
0

65
0

70
0

75
0

λ   (nm)

A
"/ ε

" 
  (

m
g/

L)

  0

1.67

3.33

5.00
����������6.67����������

8.33����������
10.0

�����������
��
��
�
�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�

�
�
��
��
��
���
���
�������������
�
�
�
�
���
�
�
�
�
�
����������������
����
���
��������
�
�
��
�
�
�
�
�
�����
�
�
�
��
��
��������
��������
�
�
���
����
����
�����
�
�
��
�
�
����������
�
�
������������
�
������
������
��
��

��
��

��
��

��
��
�
�
�
�
�
�
��
�
�
���
�����
����
��
��
��
��
��
�
�

�
�
�
�

�
�
�
�

�
��
��
���
���
����
���������
�����������
��
��
�������������
��
��
���
�
�
���
�
�
���������
���������
��
�
����������
�
�
���������
����������
�
�
���
�
�
�
�
�

��
��

��
��

��
��
��

�
�
��
��
��
���
����
������������

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�
�
��
��
��
��
��
��
������
�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�
�
���
����
����
����
����
������
�����������������������
��
��
������
�
�

�
�
��
�
�
��������
���
���
���
��������
�
�
�
�
�

�
�

�
�
�

�
�
�

�
�
��
��
������
����
������
������
������
������������������
��
��
����
��
��
��
��
��

��
��

��
��

��
��
��

�
��
��
��
��
��
���
����������������������

�
������������������������������
��
��
��������
���������������������
�
�
������
��
��
������
�����
�������
�
�
��������������������������������������������������������������������������������������������������

�
����������������
�
�
��
�
�
�
�
�
��
�
�
��
��
��

��
��
�
��
����
�����
����
������������
�
�
����
�
�
�
�
�
�
�
�
����������
�����
����������
����������
�
�
��
�
�
���
�
�
���
���������
������
��������������
����
���
���
�
�
�
�

�
�
��
�
�
������
�
�
����������������
��������������
��
��
��������
��
����
�
�
�
�
�
���
�
�
�����
������
����
���
�
�
�
�
�
�����
����
����������������������������������
�
�
�����������
����������
�
�
��������
��
��
��
��
��
�
�
��������
����
��
�����
��
��

��
��
��
��
��

��
��

��
��
��
��
��

��
��
�
�
��
���
���
��
��
����
�����������������
����������
�
�
�
��
��
�
�
�
�
�
�����
�
�
��������
��
��
��
���
�
�

�
�
��
�
�
����
������
����
���������
�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�
��
����
����
����
����
����
������
��������
�
�
��
�
��
��
��
��
����
��
��

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
���
���
���
��
��
���
����
����
��
��
��������
��
��
�����
����
�����������
��
��
�����������������
��
�
��������
�
�
�
�
��������
��������������������
��
��
�
�
��������������������
����������
�
�
�����������������������
�
�
���������������
��������
��������
�
�
���������
��������
��
��
��
��
������������������������������������������������������������������������������������������������

�
�
��
��
��
��
�
�
�
�������

�����������
��
��
��
�
�

�
�
�
�
�

�
�

�
�

�
�
�
���
��
���
����
�
��
����������
�
�
��
�
�
�
�
�
���
�
�
�����
���������
������
���������
�
�
��
�
�

�
�
�
�
�������������
������
������
�������
��
�
�
����������
����
���
���
�
�
�
�
�
���
�
�������������
�
�
���
����������
��
��
��
��
��
��
�
�
��
�
�
����
����
���
���
���
�
�
��
�
�
���������
����
����
�
�
�
�
�
��
�
�
��������
����
���
���������
�
�
������
��
��
�����������
�����������
��
��
����������
����
��
��
��
��
�����
�
�
��
�
�
�
�
��������
����
������������
�����������
�����������
�
�
��
�
�
�
�
�
�����������
����
���
�����
�
�
���������������
�
�
�
�
����
�
�
�
�
�
������
���������
��������
�
�

�
�

�
�
�

�
�

�
�

�
�
�
�
��
��
��
��
�����������
��
��
����
��
��
��������
���
���
�������
��
��
��
��
��
����
��
��
�����
����������
��������
������
�
�
��
�
�
������
��������
��������
��
��
��
��
��
���������
��
�
��������
�
�
������
��
��������������������
��
�
�
�
�
�
�
��
��
��
��������
�
�
������������
������
�
�
�����
��
��
��������
�
�
�
�
�
��
��
����������������������
��
��
�
�
�����
�
�
������������
��
��
���������
������������������������
��
����
��
��
�
�
�
�
�
��
��
��
��
��
��
�
��
�������
�
��
�
��
�
�����������

�
�
�
�
�
��
��
��
��
��
����������������������������

�����

(b)

0

10

20

30

40

50
0

55
0

60
0

65
0

70
0

75
0

λ    (nm)

A
"/ ε

" 
  (

m
g/

L)

  0

1.67

3.33

5.00
����������6.67����������

8.33����������
10.0

Figure 2: Representation ''''
, / jjSA ε  vs. λj for reagent blank and standard solutions after 300 s of merging the reagents, being

''
jε  the slope of the calibration curve after 580 s of merging the reagents.

The wavelength couples lying on both sides of
the analyte maximum that present the same
absorbance for the analyte (AX,j = AX,k) were
selected. The difference between the absorbances
∆AX,j,k at these wavelengths (λj and λk) was
constrained to be lower than 2 %. Dividing ∆AS,j,k
by the corresponding ∆λj,k, we will obtain a value,
that will be equivalent to the first derivative value
of the sample at the maximum absorbance of the
analyte if the interferent is linear. Another kind of
spectral behaviour of the interferent will produce
∆AS,j,k/∆λj,k values completely different for each
wavelength increment. ∆AS,j,k/∆λj,k quotients with a
big variation for all possible wavelength
increments (λj and λk) and/or statistically different

of ( )S
mλλdA/d  indicate that the interferent

spectrum is not linear in the wavelength range
selected.

Tables II show the estimated values for
∆AS,j,k/∆λj,k and the first-derivative spectrum values
( )S

mλλdA/d  for the different time spectra at the
maximum absorbance wavelength of each species
(λm). The estimated values of ∆AS,j,k/∆λj,k (n = 23
for phenol and n = 12 for o-cresol) were included
in the interval ( )S

mλλdA/d  ± 3 ×

s( ( )S
mλλdA/d ). Thus, according to the theoretical

background, the interference linearity at the
interval 600 - 650 nm is confirmed.



Table II: Values of ∆AS,j,k/∆λj,k estimated in the interval 600-650 nm and value of ( )S
mλλdA/d with λm = 626 nm for phenol

solutions and λm = 614 nm for o-cresol solutions

Reaction time (s)
∆AS,j,k/∆λj,k s(∆AS,j,k/∆λj,k) ( )S

mdA/d λλ  ±

3 × s (dA/dλ)
Phenol 20 -0.0012 0.0002 -0.0012 ± 0.0002

λm = 626 nm 140 -0.0014 0.0003 -0.0013 ± 0.0002
220 -0.0018 0.0003 -0.0017 ± 0.0002
300 -0.0024 0.0004 -0.0022 ± 0.0002
420 -0.0040 0.0006 -0.0031 ± 0.0003
580 -0.0066 0.0012 -0.0047 ± 0.0018

o-cresol 20 -0.0020 0.0005 -0.0014 ± 0.0004
λm = 614 nm 140 -0.0029 0.0008 -0.0028 ± 0.0007

220 -0.0033 0.0008 -0.004 ± 0.0008
300 -0.0038 0.0008 -0.0034 ± 0.0007
420 -0.0053 0.0007 -0.0048 ± 0.0011
580 -0.0072 0.0006 -0.0089 ± 0.0027

Concentration estimation: kinetic studies
The concentration of the analyte can be

estimated by applying the GHPSAM equations for
600 - 740 nm interval, and for the different
subintervals, using the absorbance registers after
580 s as reference standards. The selection of the
three wavelength sets (Ak, Aj, Al) is based on the
following criteria: a distance between the three
wavelengths greater than 4 nm and a determination
coefficient (r2) for the resulting calibration curve
(Ak - q Aj - p Al vs. c) greater than 0.995. The final
predictions are obtained as an average of the
results provided by the 50 absorbance increments
with the highest slope of the calibration curve.

Robust predictions were obtained in the 600 -
700 nm interval, independently the subinterval

size. Bad predictions were estimated when the
absorbance values of the interval 700 - 740 nm
were included. These results can be interpreted as
weak loss of linear spectral behaviour of the
reagent blank along with an increase noise-signal
relation. For each time the concentration of
analytes was calculated using GHPSAM
calibration curve at 580 s. The GHPSAM
predictions for phenol derivative and for o-cresol
derivative are shown in Figure 3. It also includes
the residual blank signal no explained by the
GHPSAM given as analyte concentration. As can
be seen, GHPSAM avoids the blank signal
successfully for all times assayed.
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Figure 3: Analyte derivative kinetics and non-cancelled reagent kinetics obtained of the predictions using as reference the
calibration curve after 580 s of merging the reagents for univariate difference (AS,λm(t) - Ab,λm(t)) calibration (λm = 626 nm for phenol
derivative and λm = 614 nm for o-cresol derivative), GHPSAM method and PLS regression. (a) phenol and (b) o-cresol

Other methods were used to estimate the
concentration of the analyte as function of time
using as reference the calibration curve after 580 s
of merging the reagents. Univariate difference
method and PLS regression were employed.

At maximum absorbance of the phenolic
derivative spectrum, the difference between
derivative absorbance and reagent blank
absorbance (AS,λm(t) - Ab,λm(t)) was calculated for
each time. The analyte derivative kinetics
estimated using as reference t = 580 s is shown in
Figure 3. The results using the absorbance values
at λm = 626 nm for phenol derivative and at λm =
614 nm for o-cresol derivative are similar to

GHPSAM predictions. However, reagent blank
absorbance at different times needs to be also
measured. GHPSAM only requires measuring the
phenolic solution.

PLS model was obtained using as calibration
set the absorbance data for t = 580 s and the
prediction set contained the spectrum measured a
single time value (t). The estimated analyte
concentration and residual blank concentration as
function of time present a great prediction error,
see Figure 3. This multivariate regression does not
permit to modelling the different features in
reagent blank or in an unknown matrix, as



evolution in time scale. GHPSAM can work well
with those data as established previously.

Finally, the analyte concentration variation as
function of the reaction time was evaluated.
Pseudo-first order kinetic behaviour of the reaction
products is observed. The formation rate constant
of phenol derivative is k = (64 ± 2) × 10-3 min-1 (t
> 2 min). Whereas o-cresol derivative has an initial
region with a formation rate constant of k = (54 ±
10) × 10-3 min-1(t < 2 min).

Therefore, the GHPSAM is a multivariate
method that permits to isolate the analyte time
evolution using only a single calibration curve.
This strategy avoids the measurement of the blank
with time because achieves the cancellation of
reagent contribution.

Figures of merit for the phenolic
determinations

Phenol and o-cresol standards covering the
range 0 – 20 µg/L were measured without
preconcentration step. The linear calibration graph
parameters for different reaction times are
summarised in Table IV. GHPSAM method
provides similar o better results than univariate
calibration in maximum absorbance wavelength.
Moreover GHPSAM provides better noise/signal
ratio (N/S) and limits of detection (3 sYX / b).
Standards covering the range 0 – 2 µg/L including
preconcentration step (factor 10) were analysed.
Regression parameters were a ratio around 10
regarding regression parameters showed in Table
III. Detection limits achieved were 0.02 µg/L of
phenol and 0.02 of o-cresol.

Table III: Figures of merit: (a) phenol and (b) o-cresol without preconcentration step
(a) t a b R2 syx 3*syx/b N/S

A626 20 0.002 ± 0.008 0.015 ± 0.007 0.611 0.011 2.19 0.16
140 0.006 ± 0.005 0.068 ± 0.004 0.9893 0.006 0.28 0.09
260 0.009 ± 0.005 0.119 ± 0.004 0.9966 0.006 0.16 0.08
380 0.013 ± 0.004 0.165 ± 0.003 0.9988 0.005 0.09 0.08
500 0.017 ± 0.004 0.209 ± 0.003 0.9994 0.005 0.07 0.08
590 0.020 ± 0.003 0.240 ± 0.003 0.9997 0.004 0.05 0.08

GHPSAM 20 0.0015 ± 0.0001 0.0013 ± 0.0001 0.9911 0.0001 0.26 1.16
140 0.0098 ± 0.0007 0.015 ± 0.0006 0.9953 0.0009 0.19 0.65
260 -0.0002 ± 0.0002 0.0059 ± 0.0002 0.9971 0.0003 0.15 0.03
380 0.0000 ± 0.0001 -0.0031 ± 0.0001 0.9991 0.0001 0.08 0.01
500 -0.0001 ± 0.0001 -0.0029 ± 0.0001 0.9995 0.0001 0.06 0.03
590 -0.0001 ± 0.0001 0.0024 ± 0.0001 0.9999 0.0001 0.03 0.04

(b) t a b R2 syx 3*syx/b N/S
A614 20 0.05 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.974 0.02 0.45 0.33

140 0.03 ± 0.04 0.51 ± 0.03 0.9891 0.05 0.29 0.07
260 0.04 ± 0.04 0.59 ± 0.03 0.9911 0.05 0.26 0.07
380 0.04 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9925 0.05 0.24 0.07
500 0.04 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9927 0.05 0.23 0.07
590 0.05 ± 0.04 0.61 ± 0.03 0.9926 0.05 0.24 0.08

GHPSAM 20 0.001 ± 0.001 0.013 ± 0.001 0.9950 0.0008 0.19 0.1
140 -0.012 ± 0.004 0.072 ± 0.003 0.9952 0.005 0.19 0.16
260 -0.004 ± 0.003 0.065 ± 0.002 0.9962 0.004 0.17 0.07
380 -0.007 ± 0.003 0.070 ± 0.003 0.9962 0.004 0.17 0.1
500 -0.009 ± 0.003 0.065 ± 0.002 0.9960 0.004 0.17 0.14
590 -0.008 ± 0.003 0.071 ± 0.003 0.9955 0.004 0.19 0.12

As it can be seen, good results have obtained
for a reaction time superior to 4 minutes for both
compounds. This reaction time was chosen for
determination of phenolic compounds in real
samples.

The limit of detection established as 3 times of
standard deviation of the blank solution (n=5) in
concentration units provided similar values to
show in Table III. Repeatability of the method
was calculated by five measures of a 0.5 µmol/L
phosphate standard (with preconcentration step).
Repeatability values (RSDinter) were 3.7 % for
phenol and 2.0 % for o-cresol. Reproducibility was
calculated from the response of 0.5 µmol/L
phosphate standard measured with
preconcentration step in different days (n=3, k=3).

Reproducibility values (RSDintra) were 6.9 % for
phenol and 3.5 % for o-cresol.

Analysis rate, defined as the number of
analysed samples an hour including
preconcentration step was 4 samples/hour (3
replicates). This value is similar to cromatographic
methods and better than methods based on
distillilation and 4-aminoantipyrine colorimetry.

Phenolic compound determination in water
samples

In this study, samples were taken from the
L’Albufera lake (Valencia, Spain) in seven
locations. The sample locations are marked in
L’Albufera map (Figure 4) and different
parameters taken are listed in Table IV. The
extension of the lake is about 2000 Ha. Some



irrigation ditches and urban and industrial
wastewater channels are presented. Environmental
studies are interesting in this area because its
importance to the survival of some biological
species.

Figure 4: Sampling map: L’Albufera (Valencia, Spain)

Water samples and spiked samples were
preconcentrated and analysed for reaction with
PAP-KIO4. GHPSAM proposed method (t = 4
min) was used for determination of concentration.
Samples were also analysed by a reference method
(HPLC method using peak area as analytical
signal) [19].

PLS methods were also employed for phenol
and o-cresol determination. PLS regression [9] has
been proposed to estimate the concentration of
phenolic compounds by derivatization with PAP-
KIO4. The concentration in each time can been
estimated using the PLS regression model
calculated for each single time. Also, the PLS
regression can been applied using bilinear data,
where each matrix vector contains all the spectra
corresponding to each solution in a sequential
order. In this case, X-block contained spectra after

4 min of reaction (PLS t = 4 min) or every spectra
until 4 min of reaction (PLS bilineal).

Figure 5 shows results of phenol and o-cresol
for the different methods. The GHPSAM results
are in agreement with HPLC results and PLS
results. A paired t-test showed that there was no
significant difference between GHPSAM-HPLC
and both PLS-HPLC methods at 90 % confidence
interval.
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Figure 5: Concentration of phenol (a) and o-cresol (b) in
samples and spiked samples calculated by different methods. A:
HPLC area peak, B: PLS bilinear, C: PLS t = 4 min and D:
GHPSAM t = 4 min

The accuracy of the method was also evaluated
by a recovery study. An amount of 0.5 µmol/L of
phenol or o-cresol was spiked to samples. In Table
IV, the measured recoveries for spiked phenolic
compound are summarised for every method. In all
cases, good recovery values (74-109 % range)
were obtained for GHPSAM, independently of the
sample location. These results are similar to those
provided by HPLC and PLS methods.

Table IV: Results in water samples: (a) concentration and (b) recovery percentages
(a) Spiked concentration

localisation pH SM* (mg/L) phenol
(µg/L)

o-cresol
(µg/L)

1 Massanassa 7.57 27.5 0.5 0.5
2 Gola del Pujol 8.93 90.8 0.5 0.5
3 El Saler 8.26 121.6 0.5 0.5
4 El Palmar 7.51 31.8 0.5 0.5
5 El Perello 8.58 76.7 0.5 0.5
6 Racó de l’Olla 9.56 90.0 0.5 0.5
7 El Palmar 9.11 166.7 0.5 0.5

(b) HPLC PLS bilineal PLS t=4 GHPSAM
Phenol o-cresol phenol o-cresol phenol o-cresol phenol o-cresol

1 89 ± 9 92 ± 7 127 ± 23 100 ± 13 142 ± 14 97 ± 12 98 ± 9 90 ± 15
2 85 ± 9 77 ± 8 102 ± 12 100 ± 13 98 ± 7 98 ± 12 91 ± 3 96 ± 14
3 105 ± 9 102 ± 3 134 ± 15 106 ± 13 144 ± 8 104 ± 13 94 ± 3 96 ± 8
4 94 ± 10 83 ± 8 109 ± 15 88 ± 12 105 ± 9 86 ± 12 109 ± 6 84 ± 6
5 98 ± 10 93 ± 6 84 ± 17 105 ± 12 99 ± 10 103 ± 12 102 ± 9 100 ± 4
6 78 ± 7 88 ± 2 118 ± 23 94 ± 17 132 ± 14 88 ± 15 102 ± 8 74 ± 10
7 99 ± 10 88 ± 11 147 ± 23 99 ± 16 167 ± 14 97 ± 15 107 ± 8 83 ± 8

* SM: Suspended material  Replicates number = 3, preconcentración factor = 10



CONCLUSIONS
It has been demonstrated the advantages of the

GHPSAM method to evaluate the unbiased analyte
kinetics. Cancellation of the reagent contribution
has been proposed. This option has been applied to
the reaction between phenolic derivatives and
PAP-KIO4.

The GHPSAM method permits to isolate the
analyte contribution, then provides results which
are independent of reagent variations. The method
does not need to measure blank solution and
permits to work in the time scale employing only
the measurements at the given time. In this sense
GHPSAM is better than PLS method.
Additionally, GHPSAM eliminates any unknown
interference. These variations can be proceeding
from reagent consumption as function analyte
concentration, time evolution or changes in
experimental conditions between blank reagent
solution and samples. Moreover, the multivariate
characteristics of the GHPSAM method guarantee
robust results.

The unbiased formation rate constants of
phenol and o-cresol derivatives have been
calculated. GHPSAM has also provided accurate
and precise results for water samples, according
the comparison with a reference method and
recovery studies.

Using styrene divinyl benzene cartridges in
preconcentration step, the distillation procedure
with a very low analysis rate is avoided. A good
reproducibility for a wide range of analyte
concentration is achieved. The detection limits are
lower than limits of phenol in laws and the
dynamic range of concentration covers the levels
of phenol or phenolic compounds in waters. The
proposed method can be useful for screening
samples or for laboratories where the powerful
GC-MS method is not present. This strategy is
cheap, fast, sensitive and selective.

ACKNOWLEDGEMENTS
The authors are grateful to the DGICYT

(Project nº PB 97-1387) for its financial support.
L.A. Tortajada expresses his gratitude to
Ministerio de Eduación y Cultura (Spain) for the
predoctoral grant.

REFERENCES
[1] F. Bosch-Reig, P. Campíns-Falcó and J. Verdú-Andrés,

Anal. Chim. Acta, 283 (1993) 831
[2] Y.R.Tahboub and H.L. Pardue, Anal. Chim. Acta, 173

(1985) 43
[3] J. Havel, F. Jiménez, R.D. Bautista and J.J. Arias-León,

Analyst, 118 (1993) 1355
[4] S.C. Rutan and S.D. Brown, Anal. Chim. Acta, 167

(1985) 23
[5] A. Cladera, E. Gómez, J.M. Estela and V. Cerdá, Anal.

Chem., 65 (1993) 707
[6] F. Bosch-Reig, P. Campíns-Falcó, A. Sevillano-Cabeza,

R. Herraez-Hernandez and C. Molins-Legua, Anal. Chem., 63
(1991) 2424

[7] A. Velasco, X. Rui, M. Silva and D. Perez-Bendito,
Talanta, 40 (1993) 1505

[8] S. Ventura, M. Silva, D. Perez-Bendito and C. Hervas,
Anal. Chem., 67 (1995) 1521

[9] M. de la Guardia, K.D. Khalaf, B.A. Hasan, A.
Morales-Rubio, J.J. Arias, J.M. García-Fraga, A.I. Jiménez and
F. Jiménez, Analyst, 121 (1996) 1321

[10] G. Lopez-Cueto, S Maspoch, J.F. Rodriguez-Medina
and C. Ubide, Analyst, 121 (1996) 407

[11] J.M. Dueñas-Cueva, A.V. Rossi and R.J. Poppi,
Chemom. Intell. Lab. Syst., 55 (2001) 125

[12] A.E. Greenberg, L.C. Clesceri and A.D. Eaton,
Standard Methods for Examination of Water and Wastewaters,
American Public Health Association, Washington, 18th ed, 1992

[13] K.D. Khalaf, B.A. Hasan, A. Morales-Rubio and M.
de la Guardia, Talanta, 41 (1994) 547

[14] A. Geissler and H.F. Schoeler, Water Res., 28 (1994)
2047

[15] M. Moeder, S. Schrader, M. Winkler and P. Popp, J.
Chromatography-A, 873 (2000) 95

[16] K.R. Kim and H. Kim, J. Chromatography-A, 866
(2000) 87

[17] L.E. Sojo and J. Djauhari, J. Chromatography-A, 840
(1999) 21

[18] P. Campíns-Falcó, L. A. Tortajada-Genaro, R.
Antequera and F. Bosch-Reig, Int. J. Environ. Anal. Chem., 79
(2001) 241

[19] F. Bosch-Reig, P. Campíns-Falcó and J. Verdu-
Andrés, J. Chromatogr. A, 726 (1996) 57



759 (2001) 285–297Journal of Chromatography B,
www.elsevier.com/ locate /chromb

o-Phthalaldehyde–N-acetylcysteine polyamine derivatives: formation
and stability in solution and in C supports18

*´ ´P. Campıns-Falco , C. Molins-Legua, A. Sevillano-Cabeza, L.A. Tortajada Genaro
´ ´ ´ `Departamento de Quımica Analıtica, Facultad de Quımica, Universitat de Valencia, C /Dr. Moliner 50, E46100 Burjassot,

Valencia, Spain

Received 11 September 2000; received in revised form 4 May 2001; accepted 4 May 2001

Abstract

A comparative study of different derivatization procedures has been performed in order to improve the stability of the
reaction products o-phthalaldehyde–N-acetylcysteine (OPA–NAC) polyamines. Procedures such as solution derivatization,
solution derivatization followed by retention on a packing support, derivatization on different packing supports and
on-column derivatization, have been optimized and compared. The degradation rate constant (k) of the derivative was

22dependent on the procedure used and on the analyte. For the spermine (the most unstable isoindol tested) k was 862310
21 24 21min in solution versus 7.761.1310 min on the (C ) solid support. The results obtained showed that forming the18

derivative on the packing support (C ) gave the best results following this procedure: conditioning the cartridges with18

borate buffer (1 ml, 0.5 M, pH 8), retention of the analyte, addition of 0.8 ml of OPA–NAC reagent, 0.2 ml borate buffer 0.8
M (pH 8) and elution of the isoindol with 3 ml of MeOH–borate buffer (9:1). The different derivatization procedures have
been used to study the stability of the reaction products OPA–NAC polyamines formed in urine matrix using spermine as
model compound. Similar results were obtained for standard solutions and urine samples.  2001 Elsevier Science B.V. All
rights reserved.

Keywords: Derivatization, LC; o-Phthalaldehyde–N-acetylcysteine; Polyamines

1. Introduction o-Phthalaldehyde (OPA), in combination with a
thiol compound such as 2-mercaptoethanol (MCE),

Many compounds, such as simple aliphatic amines is widely used for the pre-chromatographic fluores-
or alcohols, lack a chromophore and cannot be cent derivatization of amino compounds, for instance
readily analysed by high-performance liquid chroma- amino acids or biogenic amines (polyamines). How-
tography (HPLC) using spectrophotometric or fluo- ever OPA derivatives have the disadvantage of
rescence detection. This problem often can be over- limited stability, being dependent, among other
come by derivatization to introduce a chromophore characteristics, upon the steric hindrance around the
or fluorophore. NH group or the kind of thiol used. This is2

especially true for amines also containing secondary
amino groups, such as spermine [1]. Some attempts*Corresponding author. Tel.: 134-96-3864-978; fax: 134-96-
have been made to improve the stability of the3864-436.

´ ´E-mail address: pilar.campins@uv.es (P. Campıns-Falco). product OPA–amino acids. The use of bulky thiols

0378-4347/01/$ – see front matter  2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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such as N-acetylcysteine (NAC) or 3-mercapto- phonate, etc.) have been developed. In this meth-
propionic acid (MPA), provides more stable iso- odology, a commercial Si–OH-modified packing
indols, compared to those formed with OPA–MCE material is used instead of polymeric reagent specially
[2]. Other alternatives, such as the addition of prepared for solid-phase derivatization. The car-
sodium dodecyl sulphate (SDS) or phosphate buffer tridges are used to purify the sample, to concentrate
(pH 4), or the extraction of the reaction product, the analytes and to perform the derivatization. Some
have been demonstrated insufficient for stabilising applications have been described for determination
the OPA-derivatives. Recently, some papers have of amino compounds in urine samples, such as
been published in reference to the stability of the amphetamines, ephedrines or polyamines.
OPA–NAC reagent and their amino acid derivatives In this paper, the different derivatization proce-
[3,4] in aqueous solution, and they confirm that the dures have been studied and compared. In the best
lack of stability of these compounds depends on the conditions, the stability of spermine in urine samples
analyte and the reaction conditions. has been studied, in order to determine the utility of

Many articles have been published about the these approaches to routine quantification. The
application of this reagent to amine determination amines assayed have been putrescine, spermine and
[5], and in order to afford reproducible results spermidine, which are involved in the processes of
automated or on-column systems for the precolumn cell proliferation, cell differentiation and malignant
derivatization have been developed [6,7]. Saito et al. transformation [16,17]. Probably patients with many
[8] have carried out a kinetic study of the stability of types of cancer have enhanced urinary excretion of
the OPA–spermine (Spm) fluorophore formed by an polyamines [18–21]. Furthermore, it has been found
on-column method, with a mobile phase containing that the determination of biogenic amines is a useful
OPA–NAC reagent, coupled with a column-switch- quality parameter related to the decomposition of
ing system. They found that the OPA–Spm fluoro- food matrix, such as in fish [22], soy sauce [23] or
phore formed by the on-column method was more milk [24]. Due to their potential usefulness as
stable than that formed by a conventional pre-column biochemical markers, many methods have been
method. Recently, an automated procedure has been developed for their separation and determination in
developed to determine polyamines with OPA in various biological samples, for example: ion-ex-
different biological samples [9]. The proposed pro- change chromatography [25,26], capillary zone elec-
cedure required off-line extraction followed by on- trophoresis [27,28], thin-layer chromatography [29],
line derivatization, and has some limitations for gas chromatography [21] and specially high-perform-
determination in real samples such as urine. Never- ance liquid chromatography (HPLC) [30–39].
theless, the special spectrophotometric and fluorimet-
ric characteristics and the stability of the OPA–NAC
reagent and OPA–NAC-amine isoindol have not 2. Experimental
been investigated in detail in the literature.

Thus, this paper describes a kinetic spectrophoto- 2.1. Apparatus
metric and fluorimetric study of the stability of the
OPA–NAC reagent and OPA–NAC-amine derivative All spectrophotometric measurements were done
by using different derivatization procedures such as on a Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, USA) HP
solution derivatization, solution derivatization fol- 8453 diode-array spectrophotometer furnished with
lowed by retention on solid supports, derivatization quartz cells with a 1-cm pathlength.
on solid supports and on-column derivatization. Fluorescence was monitored using an Hitachi
Derivatization on commercial solid support is a fluorescence spectrophotometer (Hitachi, Japan)
recent methodology proposed by this research group model F-4500 furnished with quartz cells with a
as a quantitative procedure for amine determination. 1-cm pathlength.
Off-line [10–12] and on-line procedures [13–15] on The chromatographic system used consisted of a
solid-phase supports by using different derivatization quaternary pump equipped with an automatic injector
reagents (dansyl chloride, 1,2-naphtoquinone 4-sul- (1050 series) (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) with



759 (2001) 285–297 287´ ´P. Campıns-Falco et al. / J. Chromatogr. B

a 100-ml sample loop injector, and a high-pressure Concerning the stability characteristics of OPA–
six-port valve (Rheodyne model 7000). A diode- NAC reagent, UV–Vis measurements were per-
array detector (Hewlett-Packard, 1040 series) and formed on the stored reagent solutions (all solutions
fluorescence detector (Hewlett-Packard, 1050 Series) were stored at |48C for several periods of time).
were coupled in series and linked to a data system Solutions stored in the dark, at 48C and in absence of
recorder (Hewlett-Packard, HPLC Chem Station) for borate buffer were stable for at least 8 days, while
data acquisition and storage. The chromatographic longer periods of time presented a variation coeffi-
signal was monitored at 247 nm for UV detection, cient of 5.3%, which agrees with Refs. [3,4]. At
with excitation at 333 nm and emission at 440 nm room temperature and in the presence of light, this
for fluorescence. All assays were carried out at room solution suffered a decomposition process and a new
temperature. spectrophotometric band at 440 nm appeared.

2.4. Urine samples2.2. Reagents

Untreated urine samples were spiked with poly-All chemicals were of analytical reagent grade
21amines solution at concentration level of mg ml .unless stated otherwise. Putrescine dihydrochloride,

spermine tetrahydrochloride and spermidine trihydro-
chloride were obtained from Sigma (St. Louis, MO). 2.5. Solution derivatization (procedure I)

N-Acetylcysteine (NAC) was obtained from Al-
23 21drich-Chemie (Steinheim, Germany). Sodium hydro- A 1.8-ml volume of 3.6310 mol l OPA–

gen carbonate (Probus, Badalona, Spain), boric acid, NAC reagent containing 6.7% MeOH was mixed
hydrochloric acid and sodium hydroxide (Panreac, with 100 ml of amine working standard solution and

21Barcelona, Spain) were also used. Methanol (Merck, 100 ml of borate buffer (0.5 mol l , pH 8.0) for the
Darmstadt, Germany) and acetonitrile (Baker, De- spectrophotometric study. The absorbance at 333 and
venter, Holland) were of HPLC grade. All solutions 297 nm was recorded as a function of time starting at
were prepared with ultrapure water from a Nanopure 20 s after the addition of the borate buffer solution,
II system (Sybron, Barnstead). at 30-s intervals up to 170 s.

Bond Elut C , C and C 200-mg extraction For the fluorimetric study the concentration of the2 8 18

columns were from Varian (Harbor City, CA, USA). OPA–NAC reagent was ten times lower than for the
3 21For urine samples Bond Elut Certified (3 cm mg ) spectrophotometric procedure. The amine concen-

3 21and Bond Elut PPL (6 cm (500 mg) ) cartridges tration was also lower. The fluorescence intensity,
were also used. l 5330 nm and l 5440 nm, was re-excitation emission

corded as a function of time starting at 20 s after the
addition of the borate buffer solution, at 30-s inter-2.3. Standard solutions
vals up to 170 s.

21 Urine samples (1–2 ml) cannot be processedStock standard solutions of amine (200 mg l )
21 directly and a clean-up step with C cartridges was18and NAC (0.04 mol l ) were prepared by dissolv-

employed.ing the pure compound in water. Stock standard
21solutions of OPA (0.01 mol l ) were prepared by

2.6. Solution derivatization followed by retentiondissolving the pure compound in water containing
on packing supports (procedure II)15% methanol (MeOH). All solutions were stored in

the dark at 48C. Working standard solutions at
Solid-phase extraction cartridges were conditioneddifferent concentrations were prepared from the

21 by drawing 1.0 ml of methanol, followed by 1.0 mlstock standard solutions. Borate buffer (0.5 mol l ),
21of borate buffer 0.5 mol l (pH 8). After thepH 8, was prepared by dissolving an adequate

required time (depending on the amine) the mixtureamount of boric acid in water and then adjusting the
23 21formed by 0.8 ml of 7.4310 mol l OPA–NACpH with NaOH.
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reagent and 1 ml of amine standard solution was the derivative formed was desorbed from the C18

transferred to the cartridges. After a fixed time (20 s cartridges with 3 ml of MeOH–borate buffer (9:1),
or more usually 2 min) the derivative was desorbed pH 10.2.
with 3 ml of MeOH–borate buffer (9:1). Following (2) Option B: A 0.8-ml sample of OPA–NAC

23 21this, absorbance measurement was made at the reagent (7.4310 mol l ) was transferred to the
wavelengths as described above. cartridges. After this, 2 ml of amine working stan-

23 21For urine samples, 0.8 ml of 7.4310 mol l dard solution and 0.2 ml of borate buffer (0.8 mol
21OPA–NAC reagent, 0.05–1 ml of urine (blank or l , pH 8) were transferred to the cartridges. After 3

21fortified) and 0.2 ml of borate buffer (0.8 mol l , min, the derivatives formed were desorbed from the
pH 8) were mixed. The formed derivatives were C cartridges with 3 ml of MeOH–borate buffer18

retained on C cartridges and eluted following the (9:1). The absorbance measurement was made as18

procedure described for standard solutions. In order described above.
to eliminate the reagent and reagent products, a The urine samples were processed following op-
washing step with 3 ml MeCN was included. tion A. A 2-ml aliquot of urine was passed through

C cartridges previously conditioned. In order to18

2.7. On column derivatization (procedure III) clean-up the sample several solvents were assayed:
water, MeCN, water:MeCN (1:1), MeOH, and

2A 25-ml sample of the mixture (0.8 ml OPA– MeCN:BO (0.5 M) (9:1), pH 10.2. The derivatiza-2

NAC, 0.2 ml water and 2 ml standard amine tion was performed into the column following the
solution) was injected into a chromatographic sys- procedure described for standard solutions.
tem. The reaction took place in the coil after mixing
with the mobile phase containing borate buffer. An
ODS-Hypersil (12534 mm I.D., 5 mm; Hewlett-
Packard) column was used as an analytical column 3. Results and discussion
for separation of the derivatives. A methanol–borate
buffer (0.05 M, pH 9) gradient elution mode was 3.1. Standard solutions
used (20:80 at t50 and 60:40 at t52 min), at

21flow-rate of 1 ml min . All the solvents were 3.1.1. Effect of reaction parameters on solution
filtered with a 0.45-mm nylon membrane (Teknok- derivatization: kinetic data
roma, Barcelona, Spain) and degassed with helium Stability studies of the OPA–NAC-polyamine
before use. derivatives have been carried out by spectrophoto-

Aliquots of urine sample were directly injected metric and fluorimetric detection. The analytical
into the chromatographic system and derivatized signals of OPA, NAC, OPA–NAC and OPA–NAC-
according to the procedure described above. polyamine solutions were recorded as a function of

time. For all the assayed analytes the results showed
2.8. Derivatization on packing supports (solid- maximum absorbance values at 333 nm for OPA–
phase extraction cartridges) (procedure IV) NAC-polyamine and 297 nm for OPA–NAC reagent,

and maximum fluorescence values at excitation and
The solid-phase extraction cartridges were con- emission wavelengths of 330 and 440 nm. These

ditioned by drawing 1.0 ml of methanol, followed by values were in accordance with the wavelengths
211.0 ml of borate buffer 0.5 mol l (pH 8). Two obtained by other 1-alkylthio-2-alkyl isoindoles [8].

different procedures were applied for standard solu- The OPA–NAC-amine derivatives formed in the
tions. presence of putrescine and spermidine were rather

(1) Option A: A 2-ml sample of amine working stable until 10 and 6 min, respectively, degradation
standard solution was transferred to the cartridges. not being a major problem in these determinations.

23After this, 0.8 ml of OPA–NAC reagent (7.4310 However, the solutions of OPA–NAC-spermine
21 21mol l ), and 0.2 ml of borate buffer (0.8 mol l , isoindol suffered a decomposition process that de-

pH 8) were transferred to the cartridges. After 3 min, creased the absorbance of the wide band at 333 nm.
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In this case, the reaction can be followed and the chosen as the working buffer concentration, since the
equation ln R /R 5 2 kt can be applied, R (the results obtained showed a saturation area.0

response at any time t) being equal to elc where e is The influence of the percentage of MeOH and
molar absorptivity at 333 nm, l is the pathlength, and OPA–NAC concentrations on the reaction rate using
c is the analyte concentration, and R is the initial a three-dimensional image plot were studied (Fig.0

response. The derivatization process fitted to this 2c). From this plot it was deduced that a MeOH (%)
equation (ln R 5 ln R 2 kt) can be divided into two ranging between 4 and 6.5% and an excess of0

steps. For the derivative, a first stage up to |1 min reagent between 20- and 60-fold was adequate.
where the reaction rate increases, and a second stage The conditions of maximum sensibility and low
corresponding to a decomposition process up to 25 degradation rate constant were selected as optimum
min. For the reagent, the reaction rate increases up to conditions (Table 1). The OPA–NAC ratio, pH

´6 min and is followed by a stabilization process up to buffer and MeOH (%) proposed by Molnar-Perl et
25 min. The degradation rate constant (k58623 al. [3,4] for amino acids derivatization with OPA–

22 2110 min ) (n57) was calculated from the slope of NAC are 1:3, 9.3 and 100%, respectively. These
the above mentioned curve for spermine concen- conditions are different from those obtained in this

21tration ranging from 0.77 to 25 mg ml , and time work for polyamines (Table 1), however, the reagent
between 1 and 25 min. This fact confirms that the excess optimized is the same. The reaction time for
dependence is first order as reported Saito et al. [8]. polyamines is markedly shorter than for amino acids
When fluorescence measurements were performed (7–28 min). The stability of the isoindols (poly-
the constant value was ten times higher due to the amines or amino acids) depends on the analyte.
fact that the range concentration was ten times lower. The equations of the calibration graphs are shown

Fig. 1 shows the chromatograms corresponding to in Table 2 (procedure I). These results indicate that
the injection of the blank reagent and polyamine the precision and the accuracy of this method are
derivatives at different reaction times. The spermine satisfactory.
peak is only observed for short times. The other Statistical analysis of the analytical signal for the
peaks appear also in the blank solutions. reagent and the reaction product prepared on differ-

The intensity of the absorbance depends on the ent days and taking into account several variables
molar ratio OPA–NAC. A significant decrease in the such as pH, methanol (%), and reagent excess,
response was observed using a molar ratio different allowed evaluation of the robustness of the pro-
from (1:1). This behavior may be caused by the cedure. The results are shown in a Shewhart plot
limited stability of the OPA reagent. Saito et al. [8] (Fig. 3) ranged from (x62s). The average value (x)
indicated that an excess of OPA in the derivatization and the standard deviation (s) of the standard or
step served to catalyse the degradation of the iso- blank signal obtained the 1st day give the warning
indole derivative. An OPA–NAC (1:1) molar ratio limits. All the results obtained over 36 days are
was found to be the most suitable. Similar results inside the warning limits. The variation coefficient
were obtained for all the studied polyamines. was 6%, the usual value for this kind of procedure.

The optimum pH was determined by derivatizing
spermine with OPA–NAC at pH values ranging from
6.7 to 10.3 using borate, carbonate and phosphate 3.1.2. Solution derivatization followed by retention
buffers (Fig. 2a). From the results obtained, carbon- on packing supports
ate and borate buffers at pH 8 appear to be the By working at the selected conditions (Table 1),
optimum. At lower and higher pH the reaction rate the reaction products were retained on C car-18

increased. Phosphate buffer was not adequate be- tridges. The percentage of derivative retained, con-
cause it causes a quick decomposition of the deriva- sidering the analytical signal of the derivatized
tive. However, the effect of the borate buffer con- solution at 1 min as 100%, were 7265, 9262, 9061
centration was evaluated (Fig. 2b). The absorbance and 9062 (n53), for the blank reagent, spermine,
increased when the borate concentration increased. spermidine and putrescine, respectively. From these

21From this study a borate buffer of 0.025 mol l was results we can conclude that the retention of the
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21Fig. 1. Chromatograms corresponding to solution derivatization of the blank reagent and the spermine standard solution (4.49 mg l ) at
different reaction times: (1) 1 min; (2) 8 min; (3) 20 min; (4) 30 min.

isoindol of the polyamines into the C cartridges nearly completely eluted using acetonitrile (MeCN)18

was quantitative. and MeCN with borate buffer. For the OPA–NAC-
Different Bond Elut columns (C , C and C ) polyamine derivative good results were obtained18 8 2

were tested and the best results were obtained using using MeOH–borate buffer (9:1). The pH study
the packing C . showed that the best recoveries were obtained around18.

In order to elute the reaction products, several pH 10. Study of the volume required to obtain the
solvents were used and the recoveries obtained are maximum recovery indicates that 3 ml MeOH–bo-
shown in Fig. 4. As can be seen, the reagent was rate buffer (9:1) at pH 10 was appropriate because



759 (2001) 285–297 291´ ´P. Campıns-Falco et al. / J. Chromatogr. B

Fig. 2. Effect of several parameters on the analytical signal (Absorbance) and/or on the reaction rate (k is kinetic constant). (a) Effect of pH
and buffer on the analytical signal of OPA–NAC and OPA–NAC-spermine; (b) effect of the borate buffer concentration; (c) effect of MeOH
(%) and OPA:NAC concentration on the reaction rate.

the results obtained for the first fraction were nearTable 1
Working range and optimal value obtained for the different the best recovery.
variables studied in solution derivatization This methodology allows inclusion of a washing

step after derivatization, especially when real sam-Conditions Working range Optimal value
ples need to be processed, in order to elute theOPA–NAC 1:1–2:1–2:1 1:1
reagent or reagent products different to the analytepH Buffer 6–10 8.0

Buffer concentration (M) 0–0.08 0.025 products from the support. No significant differences
% MeOH 2.7–7.5 4–6.5 were observed in the analytical signal by cleaning
Reagent excess (%) 0–80 20–60 the derivative products retained on the support with 3
Reaction time (s) Spermine, 0–25 min 60 s ml of MeCN.

Spermidine, 0–6 min 180 s The solid supports can be regenerated by passing
Putrescine, 3–10 min 180 s through 1 ml of MeCN and 1 ml of MeOH.
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Table 2
Analytical properties corresponding to the determination of several polyamines by using different procedures and different analytical signals

a 2Procedure Analyte Signal a6s b6s r s LOD LC Concentrationa b y / x

(ppm) range
(ppm)

I Spermine A 0.024960.0055 0.043360.0003 0.9999 0.0079 0.3 0.9 0.3–25
I 60634 744621 0.998 55.6 0.14 0.5 0.5–3

25 24Spermidine A 0.0141560.0003 0.0613962310 0.999 4310 0.074 0.25 0.25–25
I 550640 1470630 0.999 57.09 0.077 0.26 0.26–2.1

23Putrescine A 0.06960.05 0.15260.009 0.9998 7.6310 0.2 0.7 0.7–11
I 530625 54006500 0.998 122.6 0.014 0.046 0.05–0.3

II Spermine A 0.02260.015 0.044860.0016 0.998 0.017 0.94 3.11 3.11–40
Spermidine A 0.0960.01 0.08460.002 0.999 0.016 0.35 1.19 1.19–6

Putrescine A 0.0160.02 0.13260.005 0.998 0.02 0.45 1.51 1.51–11

III Spermine I 252.0665 180.468.5 0.996 97.95 0.05 0.2 0.2–15
24 23IV Spermine A 0.16460.001 0.015662310 0.999 1.4310 0.29 0.97 0.97–10.4

Putrescine A 0.0160.01 0.06060.003 0.999 0.01 0.5 1.7 1.7–11

For more details, see Experimental section. A, absorbance; I, fluorescence.
a Procedure I: solution derivatization. Procedure II: solution derivatization followed by retention on packing supports. Procedure III:

derivatization on column. Procedure IV: derivatization on solid support.

We found that the apparent rate constant OPA– affect the reaction rate, and the low degradation rate
NAC-spermine derivative onto the solid support was of the products into the column allows increasing

24 21(7.761.1)310 min after a certain period of reaction product stability. Moreover, the degradation
time from 5 to 30 min before the elution. These rate constant of the reaction product after elution was

23 21results were in agreement with those obtained by (1063)310 min , lower than that obtained for
Saito et al. [8]. solution derivatization.

These results indicated that the retention of the The analytical properties obtained by working at
reaction product onto the solid support does not

Fig. 3. Shewhart plot for the absorbance between days of the
Fig. 4. Recoveries (%) obtained by using different elution sol-spermine derivative (9) and the blank reagent (♦), ranged from
vent. Conditions: retention on solid support (for more details seex62s. Conditions: solution derivatization (for more details see
Experimental section).Experimental section).



759 (2001) 285–297 293´ ´P. Campıns-Falco et al. / J. Chromatogr. B

the optimized conditions are shown in Table 2
(procedure II).

3.1.3. On column derivatization (procedure III)
Due to the low reactivity between OPA–NAC and

polyamines in the absence of buffer, these reagents
were mixed before injection. The reaction took place
in the chromatographic system in the presence of
borate buffer in the mobile phase. In Fig. 5 is shown
the chromatogram obtained for a spermine standard
solution (15 ppm). The analytical signal obtained
was higher than that obtained by using solution

Fig. 5. Chromatogram corresponding to the OPA–NAC-spermine
derivatization with and without retention into the21derivative (15 mg l ) obtained by on-column derivatization
solid support, as can be seen in Table 3.(procedure III).

3.1.4. Derivatization on packing supports
(procedure IV)

According to our methodology [10–12] the steps
and the optimal conditions for this procedure are

Table 3 indicated in Table 4.
A comparative sensitivity study of the different procedures in The analytical parameters obtained by using this
which spermine has been used as analyte

procedure are shown in Table 2 (procedure IV). In
UV-visible Chromatography this procedure two different options were assayed

(options A and B, Table 4). No significant differ-Procedure I 0.0433 (n54) 66 (n51)
Procedure II 0.0448 (n54) 142 (n53) ences were observed between the two options as-
Procedure III 180 (n51) sayed. Thus, option A was chosen for further studies
Procedure IV 0.0156 (n54)

to allow the inclusion of a clean-up step before the
Results were obtained from the slope of the calibration graphs reagent addition when required.

with standards. Procedure I: solution derivatization. Procedure II: If we compare the results obtained with the other
solution derivatization followed by retention on solid support.

procedures previously described, the sensitivity ob-Procedure III: derivatization on column. Procedure IV: derivatiza-
tained is lower (Table 3). This property can betion on solid support.

Table 4
Schedule of the different steps involved in the derivatization of polyamines on solid supports

Step Option A Option B

1) Support conditioning 1 ml MeOH Idem
1 ml Borate buffer
0.5 M, pH 8

2) Analyte retention 2 ml Standard solution Step 3

3) Reagent addition 0.8 ml (OPA:NAC, 1:1) in 15% MeOH Step 2
0.2 ml Buffer (0.8 M, pH 8)

4) Reaction time (min) 3 min Idem

5) Elution (ml) 3 ml (MeOH:borate buffer, pH 9.5, 9:1) Idem
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improved by increasing the reaction time in the elution of the reaction products. These results were
column or the reagent concentration; however, vol- confirmed by injecting these extracts into a chro-
umes higher than 1 ml reagent solution can cause the matographic system, it being possible to isolate the
analyte elution. peak corresponding to the spermine.

By using this procedure the stability of the re- Different mixtures (MeOH:water:buffer) were as-
action product increases. The reaction products sayed to elute the reaction products. Analogous to
formed onto the column and later eluted are stable the standard solutions, the best results were obtained
for longer than 360 s. by eluting with 3 ml of MeOH–borate buffer (9:1).

The kinetic behavior of the reaction products in
urine samples was studied. Similar results were

3.2. Study of urine samples
obtained for the standards and for the fortified urine
samples by applying procedure II. However, the

3.2.1. Solution derivatization 23 21degradation rate constant (k53462310 min )
Direct solution derivatization of polyamines in

calculated from the slope of the regression line (ln
urine samples is not possible due to the high

Abs vs. time), was higher than that obtained for
analytical signal obtained for the blank urine, be-

standard solutions and confirms that the dependence
cause of the complexity of the matrix, and the quick

is pseudo-first order. No differences were observed
degradation of the OPA–polyamine derivatives after

in the rate constant with the urine volume assayed.
their formation. Thus, it has become common prac-

The sensitivity obtained by measuring 20 s after
tice to extract the interferences before or after the

the elution of the reaction product was 0.0485 cm
derivatization and before the analytical measurement 21 21mg l , similar to that obtained for the standard
in order to increase selectivity or even to employ

solutions. In these experiments the urine volume
automated systems to increase the stability.

employed ranged between 0.05 and 0.1 ml, the
According to previous work [12] by our research

sensibility decreasing when higher urine volumes are
group, the amines were retained on a solid support

used. This is mainly due to reagent consumption by
(C ) and several solvents were assayed to elute the18 the urine endogenous compounds.
matrix from the cartridges. Different solvent mix-

In order to increase the volume of urine processed,
tures were assayed such as: 1 ml water, 1 ml water /

extraction of the analyte from the urine matrix by a2MeCN (1:1), 1 ml MeOH, 1 ml MeCN/BO (0.5 M,2 clean-up step using an SPE cartridge as previously2pH 10.2) (9:1), and 2 ml MeCN/BO (0.5 M, pH2 described was performed. However, by using this
10.2) (8:2), while the best clean-up was obtained

procedure, the recoveries achieved for the different2with 1 ml MeOH and 1 ml MeCN/BO (0.5 M, pH2 amines assayed are in the range of 40–50% as in the
10.2) (9:1). The amines retained on the cartridges

solution derivatization, which means that the sen-
were eluted with 1 ml of acetic acid solution (0.1

sitivity of the procedure is reduced by up to a factor
M). However, by using this procedure, the recoveries

of two.
achieved for the different amines assayed are in the
range of 40–50%, which means that the sensitivity

3.2.3. On-column derivatization
of the procedure is reduced by up to a factor of two.

The sensitivity obtained when the derivatization
was performed on column was higher than that

3.2.2. Formation, retention and elution on C obtained by using the other procedures described18

cartridges above. However, direct injection of urine into the
In order to increase the selectivity and the stability column did not allow the identification of the analyte

of the derivatives, the reaction products formed in peak due to the high amount of endogenous com-
solution were retained into C cartridges as de- pounds as can be seen in Fig. 6. This figure also18

scribed in the previous section. To remove the shows no differences between the fortified urine and
endogenous interferences, a clean-up step was in- urine alone, so no total formation of spermide
cluded. The interferences can be eliminated by derivative is shown in this case, due probably to the
cleaning the sample with 3 ml of acetonitrile before reagent consumption by the endogenous compounds.
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Fig. 6. Chromatograms corresponding to urine sample (blank or fortified) by using on-line derivatization (for more details see Experimental
section: procedure III).

On basis of these results, we consider that direct solution derivatization and retention of the formed
injection is not possible and further research needs to derivatives, which requires a previous clean-up —
be done in order to optimise the procedure. acidic elution — and solution derivatization.

3.2.4. Derivatization on packing supports 3.3. Usefulness of the different approaches
Similar kinetic behavior is observed for standard

and for fortified urine samples. By using this pro- In Table 5 are summarised the most relevant
cedure the stability of the reaction product formed analytical characteristics of the different procedures
into the column increases, and it is stable until 7 min assayed. Solution derivatization is a sensitive and
after it is eluted from the column. Other advantages quick procedure, however the high degradation of
of this approach are that higher urine volumes can be the products, especially the spermine, made this
processed (2 ml) directly and it can be adapted to an procedure less adequate in terms of accuracy and
automatic system [13]. The sensitivity of this pro- precision. Moreover, solution derivatization usually
cedure (Table 3) is less than the others tested for requires additional steps in order to avoid reagent
standards. However, with urine sample, this pro- excess or matrix interferences An alternative in such
cedure provides similar results to those obtained with a case can be the selective retention of the reaction

Table 5
Summary of the most relevant characteristics of the different procedures assayed

Analytical property Procedure I Procedure II Procedure III Procedure IV

Sensitivity **** *** **** **
Selectivity ** *** * ****
Repeatability ** * **** ***
Reproducibility ** * **** ***
Stability * ** **** ***
Time analysis *** * **** **
Cost **** *** * **

The higher the number of asterisks, the better the characteristic. Procedure I: solution derivatization. Procedure II: solution derivatization
followed by retention on solid supports. Procedure III: on-column HPLC derivatization (on-line). Procedure IV: derivatization on solid
supports (off-line).
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products on the solid supports, which allows similar tridges has demonstrated advantages over the other
sensitivities and higher stabilities than those obtained procedures assayed, i.e. increases in the stability of
by solution derivatization. Although this automatiza- the OPA-derivative, and could be also suitable for
tion has been performed by Saito et al. [8], no routine analysis of polyamines (spermine) in urine
application to real samples has been carried out. samples.

The reaction products formed on the solid support
(C ) presented higher stability, and higher selectivi-18

ty, and although the sensitivity obtained was lower it Acknowledgements
can be improved. This procedure can be adapted to
an HPLC system, and the derivatization can be The authors are grateful to the DGICYT for
performed on line by a previous retention of the financial support received for the realisation of
analyte on a solid support placed before the ana- Project PB97-1387.
lytical column [8,14].
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ABSTRACT

In this paper, o-phthalaldehyde-N-acetylcysteine (OPA-NAC) derivatization is studied in order to
determinate polyamines (cadaverine, putrescine, spermidine and spermine) in water samples.

A kinetic study of OPA-NAC-amine derivatives is performed. Two conditions are evaluated: reagent
excess and amine excess. The cancellation of derivative contribution demonstrates no-difference in OPA-
NAC concentration and any synergism effect was detected by generalized H-point standard-additions
method.

The advantages and limitations of different pre-concentration procedures are analysed by using of
solid phase cartridges (C18). The experimental conditions for analyte or derivative pre-concentration are
optimised. Derivatization on packing support is also proposed. Preconcentration factors achieved are 1:50
and detection limits are 4-10 µg/L. Recovery assays, standard addition method and Youden are studied.
Good results were obtained in water samples.

Keywords: GHPSAM; derivatization with o-phthaldehide-n-acetylcisteine; biogenic amines; water
matrix
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INTRODUCTION
Amines have been found in some

environmental samples. Their presence in water is
the result of anthropogenic sources (industrial
chemicals) or natural process (excretion or
decomposition) [1]. Aliphatic amines and
polyamines are well know as odorous substances
and as precursor of N-nitrosamines, which are
carcinogenic [2,3]. Moreover, amines are readily
bioaccumulated.

Amines monitoring poses several analytical
problems: low levels, difficulties for extraction
from water samples and lack of chromophores.
The determination of low-molecular-mass amines
in water samples have been described using
different strategies [4-10]. Ubiquity and
physiological importance of polyamines in living
system explain the numerous method described
[11-13]. Nevertheless, there are few studies in
water samples. Additionally, the polyamines can
be used as model compounds for the study of
natural sources of pollution (putrefaction process
or excessive growth of seaweed) [14,15]. De
Stefano et al. [16] have studied the interaction of
polyamines with the major component of seawater.
Can-Moisar et al. [17] have proposed a
quantitative analysis of polyamines in seawater by
HPLC.

o-phthalaldehyde-N-acetylcysteine (OPA-
NAC) derivatives of polyamines have suitable
spectrophotometric or fluorimetric properties but
the lack of stability limits the applicability. The
instability of OPA-NAC derivatives have been
studied and different strategies have been proposed
to improve the determination [18-22].

In this paper, two objectives are established in
order to determine polyamines in water samples.
Firstly, the kinetic behaviour of OPA-NAC reagent
and OPA-NAC-polyamine derivative is studied.
The generalized H-point standard-additions
method (GHPSAM) [23] and H-point standard-
additions method (HPSAM) [24] is used for the
search of presence or absence synergetic effect
between derivatized analyte and the free reagent.
Secondly, the adaptation of some stabilisation
procedures [19] is discussed for water samples.

EXPERIMENTAL SECTION
APPARATUS AND REAGENTS
For the measurements a Hewlett-Packard

HP8453 UV - visible diode-array
spectrophotometer (Palo Alto, CA, USA) equipped
with a 1-cm pathlength quartz cell was used. The
spectrophotometer was interfaced to a Hewlett-
Packard Vectra XM 5/90 personal computer.
All chemicals were of analytical reagent grade
unless stated otherwise. Spermine
tetrahydrochloride was obtained from Sigma
(USA). N-acetyl-cysteine was obtained from

Aldrich-Chem. (Steinheim, Germany) and o-
phtaldialdehide from Fluka (Switzerland). Sodium
hydrogen carbonate (Probus, Spain), boric acid,
hydrochloric acid and sodium hydroxide (Panreac,
Spain) were also used. Methanol (Merck,
Germany) and acetonitrile (Baker, Holland) were
of HPLC grade. All solutions were prepared with
ultrapure water genered by a Nanopure II system
from Barnstead.

Stock standard solutions of spermine (200
mg/l) and NAC (0.04 mol/l) were prepared by
dissolving the pure compound in water. Stock
standard solutions of OPA (0.01 mol/l) were
prepared by dissolving the pure compound in
water containing 15% of methanol (MeOH). All
solutions were stored in the dark at 4ºC. Working
standard solutions at different concentrations were
prepared from the stock standard solutions. Borate
buffer (0.5 mol/l) pH 8 was prepared by dissolving
the adequate amount of boric acid in water and
then adjusting the pH with NaOH or HCl.

Concerning the stability characteristics of
OPA-NAC reagent, UV-Vis measurements were
performed to the stored reagent solutions (all
solutions were stored at ~ 4ºC for several periods
of time). Solutions stored in the dark, at 4ºC and in
absence of borate buffer were stable for at least 8
days; longer periods of time present a variation
coefficient of 5.3%. At room temperature and in
presence of light, this solution suffered a
decomposition process and a new
spectrofotometric band at 440 nm appeared.

PROCEDURE

Solution Derivatization (Procedure I)
For kinetic study of OPA-NAC-spermine

derivative, two approaches were studied: amine
excess (option α) and OPA-NAC excess (option
β).  The absorbance, at 310-350 nm, was recorded
as a function of time starting at 20 s after the
addition of the borate buffer solution, at 30 s
intervals up to 170 s.

Option α: 1.8 ml volume of OPA-NAC reagent
containing 6.7 % MeOH was mixed with 100 µl of
spermine (1000 mg/L) and 100 µL of borate buffer
(0.5 mol/L pH 8.0). The working standard
solutions of OPA-NAC were prepared at a final
concentration ranging between 0 and 30 × 10-6

mol/L.
Option β: 1.8 ml volume of 5.5 × 10-3 mol/L

OPA-NAC reagent containing 6.7 % MeOH was
mixed with 100 µL of spermine solution and 100
µL of borate buffer (0.5 mol/L pH 8.0). The
working standard solutions of spermine were
prepared at a final concentration ranging between
0 and 30 × 10-6 mol/L.



Solution derivatization followed by retention
on packing supports (Procedure II)

Solid-phase extraction cartridges were
conditioned by drawing 1 mL of methanol,
followed by 1 mL of borate buffer 0.5 mol/L
(pH=8). After the corresponding time (depending
on the amine) the mixture formed by 0.8 mL of
7.4×10-3 mol/L OPA-NAC reagent, 1 mL of amine
standard solution was transferred to the cartridges.
After a fixed time (20 sec. or more) the derivative
was desorbed with 3 mL of MeOH:borate buffer
0.5 mol/L pH=10.2 (9:1). Following the
absorbance measurement was made at the
wavelengths as it said above.

Derivatization on packing supports
(Procedure III)

The solid-phase extraction cartridges were
conditioned by drawing 1.0 mL of methanol,
followed by 1.0 mL of borate buffer 0.5 mol/L
(pH=8). Two different procedures were applied for
standard solutions. 2 mL of amine working
standard solution was transferred to the cartridges.
After this, 0.8 mL of OPA-NAC reagent (7.4×10-3

mol/L), and 0.2 mL of borate buffer (0.8 mol/L,
pH=8) were transferred to the cartridges. After 3
min, the derivative formed was desorbed from the
C18 cartridges with 3 mL of MeOH:borate buffer
pH=10.2 0.5 mol/L (9:1). The absorbance
measurement was made at it was said above.

Sampling
Samples were collected from La Patagona

beach (Alboraya, Spain). Three preconcentration
protocols were carried out.

Option (i): Analyte preconcentration and
solution derivatization. 0.2-100 mL of sample
were transferred to cartridge. The analyte was
desorbed with 2 mL of acetic acid 0.2 mol/L. The
solution was mixed with 0.8 mL of OPA-NAC
7.4×10-3 mol/L, 60 µL of NaOH 5 M and 0.2 mL
of borate buffer pH=8 0.8 mol/L.

Option (ii): Derivative preconcentration on
packing supports. Similar to Procedure II but the
volume of sample was 0.2-100 mL.

Option (iii): Derivatization on packing
supports. Similar to Procedure III but the volume
of sample was 0.2-100 mL.

RESULTS AND DISCUSSION
a) Kinetic study of OPA-NAC-amine

derivatives
- Evaluation of reagent and polyamine

derivative spectra in time
It is known that the group isoindols of OPA-

NAC-amine derivatives suffers lack of stability.
The apparent degradation process shows a first
order kinetics, at least for the initial time. It is also
reported than an excess of OPA respect to NAC
served to catalyse the degradation of the isoindol
derivative [18]. Studies based on HPLC-MS
registers have demonstrated than a transformation

is produced for long reaction time. Species with an
additional molecule of OPA is formed in
compound with the NH2-CH2-R structure [20,21].
In the same studies, the use of different molar
relation OPA-NAC have been evaluate in order to
provide lower number of derivatives and more
stable. In a previous paper [19], we optimised the
best time values for the determination of
polyamines.

However, any study has been proposed for
discriminating reagent kinetics and isoindol
kinetics. This achievement could permit to detect
the presence of synergism effects. In the following,
two approaches are studied using different molar
ratio between OPA-NAC and the most unstable
polyamine (spermine).

Figure 1 shows the spectra in function of time
for blank reagent solution and for a standard
solution of spermine when reagent excess is
present. The dimensions of data matrix are (6 × 41,
time × wavelength) for each solution.

(b)

(a)

Figure 1: Spectra as function of time for reagent
blank solution (a) and standard solution 40 mg/L of
spermine in OPA-NAC excess conditions

As it can be seen the maximum of the
derivative spectra is located at λ = 333 nm. The
blank reagent solution presents a small variation in
the spectral shape in function of time for the first
wavelength interval. A lost of signal around 8% is
obtained between 60 and 150 s.

In amine excess conditions, half of signal value
is approximately obtained. It can been interpreted
considering than reaction stequiometry is 1:1 in
amine excess conditions and 1:2 in reagent excess
conditions. The polyamine has two primary amine
groups.

Considering that amine derivative spectrum is
overlapped with reagent spectrum for each time, an
estimation of the shape of the isoindol spectrum in
function of time was calculated. For each
wavelength in the interval 315-350 nm and for
each time, the corresponding univariate calibration
curves was calculated. The intercepts, matrix



(6×41), represent the evolution of the reagent
independently of amine concentration. The results
coincide with experimental reagent evolution.

The slopes, matrix (6×41), correspond to the
isoindol evolution in function of time and amine
concentration. For each time t, the slopes bλ,t were
normalised to maximum slope bλ,t

max: bλ,t
nor= bλ,t /

bλ,t
max. After, the regressions between normalised

slopes a time value t (bλ,t
nor) and normalised slopes

a time value t=170 s (bλ,170
nor) were calculated.

The regression parameters for option α (amine
excess data) and for option β (reagent excess data)
are summarised in Table I. It can been seen the
unit is included in the confidence interval of the

slope and the zero is included in the confidence
interval of the intercept, at 95 % confidence
interval. This fact indicates that the spectral shape
of spermine derivative, or at least the signal
dependent on amine concentration, does not
present an evolution in function of time. If the
spectrum had changed partial or completely, these
regressions would not be linear or the slope and
the intercept will be different from unit and zero,
respectively.

Thus it is possible to avoid the contribution of
polyamine derivative to the total signal by the
GHPSM at any time.

Table I: Parameters for bλ,t
nor vs. bλ,170

nor regressions (nλ =36) in the 315-350 nm interval
Reaction time (s) 20 50 80 110 140

Option α b 1,01 ± 0,02 1,014 ± 0,014 1,011 ± 0,014 1,007 ± 0,014 0,998 ± 0,012
Spermine a -0,010 ± 0,014 -0,014 ± 0,012 -0,014 ± 0,012 -0,008 ± 0,012 -0,001 ± 0,011

excess R2 0,9990 0,9993 0,9993 0,9993 0,9994
sYX 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002

Option β b 0,98 ± 0,02 0,981 ± 0,03 0,989 ± 0,02 0,991 ± 0,017 0,997 ± 0,012
OPA-NAC a 0,02 ± 0,02 0,02 ± 0,02 0,01 ± 0,02 0,011 ± 0,016 0,002 ± 0,011

Excess R2 0,998 0,998 0,998 0,9991 0,9996
sYX 0,004 0,004 0,003 0,003 0,002

- Study of the presence or absence of synergism
by the GHPSAM

Localisation of linear intervals
The GHPSAM permits to locate the linear

spectral intervals of global interference and to
determinate the studied analyte. As explained in
the appendix A, the GHPSAM is based on the
selection of three wavelengths where the signal of
the unknown interference can be linearly related to
the wavelength. The horizontal intervals of
wavelengths are selected from ''''

, / jjS MA  quotient

plots, being ''
, jSA  the second derivative of the

sample spectrum and ''
jM  the second derivative of

the molar absorption coefficient of studied species
spectra.

Therefore, two possible approaches can be
planned for the discrimination of analyte kinetics
and reagents kinetics. An option studies the
reagent OPA-NAC as interference in the
determination OPA-NAC-amine derivative
kinetics. The other one studies the OPA-NAC-
amine derivative as interference in the
determination reagent OPA-NAC kinetics.

However, any linear interval of OPA-NAC
with adequate analytical characteristics for a
quality determination of derivative was located.
Therefore, the study was organised in OPA-NAC
determination, by cancellation of OPA-NAC-
amine interference. Additionally, this approach
permits the search of reagent consumption effects

related to the derivative degradation process. The
''
jM corresponds to the second derivative of the

molar absorption coefficient of OPA-NAC reagent
obtained from the spectrum of blank solution at
each time.

In the Figure 2, examples of plot obtained for
solutions in reagent excess or spermine excess
conditions are shown. The horizontal intervals
were located in the interval 318 - 327 nm. Then,
the spectrum of spermine isoindolic derivative was
linear in this interval independent on time value.
Comparing to the slopes of univariate regression
(bλ,t), the interval was corroborated.

As the theoretical basis establishes, this
representation also provided a initial estimation of
reagent concentration in the different solutions.
This values corresponded to ''''

, / jjS MA  quotient
value. In spermine excess conditions, the estimated
concentration of reagent near to 0 independently
on spermine concentration. This fact is in
accordance with the cancellation of derivative
contribution, see Figure 2a.

For solutions measured in OPA-NAC excess
conditions, the estimated concentration was similar
to the value of initial added concentration for all
standard solutions, see Figure 2b. If a
consumption of reagent OPA-NAC was produced,
the results provide significant differences in
function of amine concentration.



Estimation of reagent concentration in time
The concentration of the reagent can be

estimated by applying the GHPSAM equations for
localised interval. The selection of the three
wavelength sets (λk, λj and λl) was based on the
following criteria: a distance between the three
wavelengths greater than 2 nm. The final
predictions are obtained as an average of the
results provided by the 25 absorbance increments
with the highest Ak - q Aj - p Al value of the reagent
spectrum.

The concentration of the reagent OPA-NAC
can also be estimated by applying the HPSAM
equations, see appendix B. In this case, pair of
wavelengths with the same value of univariate
calibration slope (bλi, bλj) were located. Then,
absorbance increments that only depend on OPA-
NAC. The selection of pairs was based on the
following criteria: a distance between the two
wavelengths greater than 4-nm and absorbance
difference of spermine derivative lower than 2%.
The final predictions are obtained as an average of
the results provided by the 25 absorbance
increments with the highest (εk - εj) value of the
reagent spectrum.

Different GHPSAM and HPSAM analytical
signals are shown in the Figure 3. The OPA-NAC
concentrations estimated for each corresponding

increment are also plotted. As can be seen in this
figure, the same analytical signals were obtained
from the OPA-NAC solution and spermine
isoindol standard solution. Consequently, the same
estimation of OPA-NAC concentration from blank
reagent solution and spermine solution was
obtained independently on the signal and method
processed at 60 and 180 s. Moreover, the final
average prediction is included in the confidence
interval of the initial added concentration of OPA-
NAC. This fact can be observed for all standard
solutions prepared with different spermine
concentration in OPA-NAC excess conditions. A t-
test confirmed that these values are similar at 95 %
confidence interval.

As conclusion, this results confirm some of the
initial hypothesis: GHPSAM and HPSAM cancel
the contribution of spermine isoindol; no
significant change of reagent concentration as
function of derivative concentration could be
detected and no synergism effect between OPA-
NAC reagent excess and derivative was observed.
Then, it is possible to subtracted the blank signal
from the total signal without introducing bias
error.
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Figure 2: Representation A”j/ε”j vs. λj for standard solutions after 60 s, being ε”j the second derivative of the
molar absorption coefficient of the reagent at 60 s: (a) spermine excess conditions and (b) OPA-NAC excess
conditions.
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Figure 3: Characteristic parameters in reagent determination for blank solution and 40 mg/L solution of spermine
(a) 25 selected absorbance increments with the highest Ak - q Aj - p Al value and predictions estimated by GHPSAM.
(b) 15 selected absorbance increments with the highest Ak - Aj value and predictions estimated by HPSAM, see text



b) Procedures for determination in water
samples

In a previous paper [19], we proposed different
procedures for the formation of OPA-NAC-
polyamines derivatives such as solution
derivatization, solution derivatization followed by
retention on packing supports or derivatization on
packing supports. In Table II are summarised the
analytical parameters for such procedures.

However, an adaptation is required for the
application in water samples analysis.
Determination involves pre-concentration and/or
cleaning step. Three procedures can be performed
to achieve this aim.

- Analytic pre-concentration, and solution
derivatization or on chromatografic column
derivatization.

- Derivative formation and pre-concentration.
- Preconcentration and derivative formation on

solid-phase cartridge.

Table II: Analytical parameters for different procedures without preconcentration. Adapted from reference 19
I: solution derivatization, II: solution derivatization followed by retention on packing supports and III:

derivatization on solid-phase cartridges
Polyamine Procedure a ± sa b ± sb r2 syx LOD

(mg/L)
Range
mg/L)

espermina I 0.025 ± 0.006 0.0433 ± 0.0003 0.9999 0.008 0.3 0.3 - 25
II 0.022 ± 0.015 0.0448 ± 0.0016 0.998 0.017 0.94 3.11 - 40
III 0.164 ± 0.001 0.0156 ± 0.0002 0.999 0.0014 0.29 0.97 – 10.4

espermidina I 0.01415 ± 0.0003 0.0614 ± 0.0002 0.999 0.0004 0.07 0.25 - 25
II 0.09 ± 0.01 0.084 ± 0.002 0.999 0.016 0.35 1.19 – 6

putrescina I 0.069 ±  0.05 0.152 ± 0.009 0.9998 0.008 0.2 0.7 - 11
II 0.01 ± 0.02 0.132 ± 0.005 0.998 0.02 0.45 1.51-11
III 0.01 ± 0.01 0.060 ± 0.003 0.999 0.01 0.5 1.7 - 11

cadaverina I 0.21 ± 0.06 0.085 ± 0.006 0.990 0.03 0.19 0.5-18
II 0.02 ± 0.06 0.068 ± 0.006 0.99 0.03 0.19 1.5-18
III 0.089 ± 0.009 0.049 ± 0.001 0.999 0.01 0.5 1.5 - 20

- Analyte preconcentration
Generally, the determination of amines is

performed after extraction by different proposed
strategies. Due to the problems of conventional
liquid-liquid extraction, different methods based
on solid phase extraction have been proposed.
Strong cationic exchange cartridges o silice
sorbents have been used. According to Gao et al.
[25] amines are retained on silice surfaces and
recovered by acidic elution. Afterwards, pH is
adjusted by addition of NaOH previous
derivatization.

The optimisation of critical variables was
performed. Different solid-phase cartridges (C18,
Certify, PPL and SCX) were compared. The best
results were obtained by using C18 cartridges
conditioned with 1 mL of methanol and 1 mL of
borate buffer (0.5 mol/L and pH=8). Optimal
NaOH volume to neutralise acidic elution was 30
µL of NaOH 5 M. The influence of elution volume
was evaluated Good recoveries were also obtained
using 1 mL of acetic acid 0.2 mol/L. Loss of
sensibility limited the application to water samples
because of low preconcentration factors.

- Derivative pre-concentration
Different strategies have proposed in order to

reduce contamination errors and guarantee the
same analyte concentration from sample collection
to measurement step.

Recently, a protocol has proposed for
ammonium analysis [26]. It is based on the use of
high sample volume and reagent addition in field.

This strategy achieves the quality objectives of
sample storage. However the protocol is only
useful for stable polyamine derivatives.

In Table III the recovery values for cadaverine
determination using C18 cartridges are shown. It
can be seen that a volume higher that 100 mL
produces reaction product autoelution reducing the
sensibility. Then the pre-concentration factors
achieved were 1:50 without loss of sensibility and
1:125 with 40% decrease but reproducible results.

Table III: Recovery percentages for solution
derivatization and retention in solid-phase cartridges as
function of processed sample volume. Number of
replicates = 3
Volume
(mL)

25 50 100 250

Recovery 81 ± 14 88 ± 3 99 ± 5 61 ± 1

The study of real samples involved some
assays in order to assess the presence of systematic
errors.

Spiked samples demonstrated the additivity of
signal and recovery percentages were over 80%.
Addition standard method for cadaverine provided
calibration curve with r2=0.996. t-test confirmed
that the slope of calibration curve (Table II) and
standard addition curve (0.067 ± 0.002) were
statistically similar (tcal=0.161 < ttab (95%, 6
freedom degrees). The concentration of cadaverine
was lower than detection limit (4 µg/L). Youden
method was applied in order to determine constant
systematic errors inherent to samples. The
analytical signal was measured for different



sample volumes. The observed behaviour was
similar to reagent blank then we concluded than
any systematic error was introduced by sample
matrix.

- Derivative formation on packing supports
This procedure has been applied for

determination of amines in different samples [27-
29]. The use of solid phase cartridge involves
different steps: support conditioning, retention of
analyte-reagent addition or vice versa, reaction
time, cleaning (optimal) elution and cartridge
regeneration.

The application to water samples supposes
controlling sample concentration without the
elution of retained reagents and/out changes of
reaction conditions.

Comparing different cartridges (C18, certify,
PPL and SCX) the best results were obtained by
using C18 supports. Different amounts of packing
material were assayed (200-500 mg), but any
difference was observed.

In Figure 4 shows the signal for different
volumes of cadaverine standard but the same
found concentration are plotted. As can been seen
that signal is independent of processed volume.

The pre-concentration factor were 1:50. The
study of spiked samples provided recovery
percentages ranged 60-80%. The detection limits
were similar to those obtained by preconcentration
of derivative. This option is not limited to stable
derivative and also can be used as a sample
collection procedure.
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Figure 4: Analytical signal for derivatization on
solid-phase cartridges as function of processed volume
of sample

This procedure doesn’t need a previous
neutralisation step. Moreover, all steps of
analytical procedure can be carried out on the same
support, except measurement step.

CONCLUSIONS
OPA-NAC derivatization permits the

determination of polyamines in water samples. But
some aspects may be considered: lack of stability
for some polyamines derivative and pre-
concentration needs.

GHPSAM and HPSAM have cancelled the
contribution of OPA-NAC-spermine for evaluating

the reagent evolution for different analyte
concentrations. Any synergism effect have been
observed, the kinetics have not been modified for
reagent excess or amine excess.

Different procedure for improving stability
described in reference 19 have adapted to the
determination in water samples. Analyte pre-
concentration, derivative pre-concentration and
derivative formation have been assayed by using
solid-phase cartridges. Recovery assays, standard
addition method and Youden method have been
performed in real water samples.

The selection of procedure depends on specific
analysis objectives for instance cost or frequency.
But derivative preconcentration or derivatization
on packing supports provides advantages in terms
of selectivity, reproducibility, stability or sample
contamination.
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APPENDIX A: GHPSAM theoretical
background

The GHPSAM makes it possible to estimate
the concentration of an analyte in presence of an
unknown interferent. The first step to apply the
GHPSAM is the location of linear intervals in the
interferent spectrum.

Let us assume that X is the analyte or the
selected form of it to be determined and Z is the
unknown global interference. If the spectral
behaviour of the interferent Z (AZ,j) in the range of
wavelengths λ1-λm, can be described as a straight
line with an a intercept and a b slope then it can be
written:

AZ,j = a + b λj λj ∈ [λ1, λm] [A.1]
The absorbance of the sample S at each

wavelength in the interval selected will be the sum
of the absorbances of X at a concentration cX and
of Z:

AS,j = AX,j + AZ,j = MX,j cX + a + b λj [A.2]
where AX,j is the absorbance at λj of X and Mj is

the molar absorption coefficient and the optical
path product (or related measure) at λj of the
analyte X.

The second derivative absorbance of the
sample with regard to the wavelength in this
interval is:

X
jYjX

jS cM
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Ad
d
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, =+=
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 [A.3]

Equation [A.3] can be re-written as:

X
j

jS c
M
A

=''

''
, [A.4]

Thus, when plotting the values of the ratio
''''

, / jjS MA  vs. λj constant values equal to the
analyte concentration will be obtained in those
intervals where the interferent spectrum presents a
linear behaviour.

Three wavelengths λj, λk and λl within the
interferent linear interval [λ1, λm] must be selected
to calculate the concentration of the analyte. The
absorbance of the sample at those wavelengths,
considering that the standard addition method has
been followed, can be written as:

AS,j = MX,j 0
Xc  + MX,j i

Xc  + a + b λj

AS,k = MX,k 0
Xc  + MX,k i

Xc  + a + b λk

AS,l = MX,l 0
Xc  + MX,l i

Xc  + a + b λl [A.5]

where 0
Xc  is the analyte concentration in the

sample, i
Xc  is the analyte added concentration (the

i superscript denotes the different standard
additions) and MX,j, MX,k and MX,l are the slopes of
the calibration lines (or the molar absorption
coefficients or related measure) at λj, λk and λl of
the analyte X.

Two parameters, p and q, can be defined as:
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jk qp
λλ
λλ

λλ
λλ

−
−

=
−

−
=                          [A.6]

and also two lines can be defined as the
weighted differences between AS,j and AS,l and
between AS,j and AS,k

q ∆AS,k,j = q (AS,k - AS,j) = q ∆Mk,j 0
Xc

+ q (AZ,k - AZ,j) + q ∆Mk,j i
Xc

p ∆AS,l,k = p (AS,l - AS,k) = p ∆Ml,k 0
Xc

+ p (AZ,l - AZ,k) + p ∆Ml,k i
Xc        [A.7]

These two lines permit the calculation of the
concentration of the analyte from the abscissa of
their intersection point, the so-called H point (-cH,
∆AH), where cH is equal to cX

0 , the analyte
concentration in the sample:



klj

lXjXkX

kllk

klSjkS
H

MMpMq
ApAqA

MpMq
ApAq

c

−+

−−

=
−

−
=−

  
  

  
  

0
,

0
,

0
,

,,

,,,,

∆∆
∆∆

[A.8]

From this expression we can optimise the
wavelengths (λj, λk and λl) to be those that make
bigger the denominator in equation [A.8], in order
to obtain the most accurate results.

APPENDIX B: HPSAM theoretical
background

HPSAM17 develops a procedure for measuring
binary or ternary mixtures that can be employed to
quantify an analyte in presence of known
interferences. Two standard additions plots, with
Mi and Mj slopes at two previously selected
wavelengths, λi and λj, are constructed for binary
mixtures, which intersect at H-point, with (-cH, AH)
coordinates. The H-point is a function of the
analyte concentration (cX) expressed in the
following equation:
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where AS,i, AX,i and AZ,i are the sample
absorbance, analyte absorbance and interferent
absorbance at λi, respectively.

If λi and λj are selected in such a way that the
interferent absorbance are equal to AZ,i = AZ,j, the
abscise of the H-point will be the analyte
concentration:

The interferent concentration is calculated by
interpolation of the AH value in a conventional
calibration graph. Other possibility is to develop
another equation similar to [C.1] for Z species.

When the matrix effect is absent, the resolution
of binary mixture can be done using molar
absorption coefficients of pure analyte as M values
following [C.1]. In this case it is not necessary to
use standard additions.

The method can generally be performed with
more than one pair of wavelengths (λi, λj), in
which case it can be considered a multivariate
method.
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This paper shows how the generalized H-point standard-additions method (GHPSAM) can be used to obtain the
total concentration or concentrations of different chemical forms of an analyte when the matrix of the sample is
completely unknown. The spectral regions where the interferent behaviour can be considered as linear are found
and the analyte concentration free from bias error is estimated. This paper includes the already published features
of the GHPSAM and a new modification of this method which allows the simultaneous determination of two
chemical forms of an analyte in a sample.

Introduction

The presence of an unexpected constituent in a sample, not
modelled by the calibration set, is a serious problem when a
multivariate model is used. In such cases, a recalibration
including the interferent will be necessary, but this will only be
possible if the unexpected compound can be identified. Several
mathematical methods have been proposed to calculate the
concentration of the analyte in samples of unknown composi-
tion. Nevertheless, each one of these methods presents some
restrictions.

Principal component and partial least-squares regressions
require a set of calibration standards with known concentrations
of the analytes to be determined and the concentration of each
interferent, known or unknown, to be varied to allow the
calibration algorithm to model their effect.1

The Kalman filter2,3 requires a well-defined model consisting
of a spectrum for each of the components suspected to
contribute to the overall spectral response; this is necessary to
find a wavelength interval where the analytical signals of the
components do not overlap.

The rank annihilation4 and generalized rank annihilation5

methods are useful for multicomponent bilinear data arrays. The
accuracy of the results provided by this method depends on the
noise, the number of components with overlapping analytical
signals, the relative concentrations of the overlapping species
and the resolution of the different analytical signals.

Self-modelling curve resolution (SMCR)6,7 methods resolve
mixtures of unknown amounts of an unknown number of
unknown compounds with a minimum number of assumptions:
the concentration of each component in the mixture and their
spectral intensities at each wavelength must be positive. The
signal restrictions are bilinearity, non-negativity, unimodality
and closure. The inherent problem is that the method does not
guarantee a unique solution because of the rotational and
intensity ambiguities.

An additional problem to that of the unknown interferent is
when the analyte in the sample can be present in several
chemical forms as a function of the matrix conditions, such as
the pH. In these cases, not only may the spectra of the
constituents of the matrix sample be unknown, but also the

spectrum of one of the analyte chemical forms. When dealing
with this kind of sample the target of the study can be the
calculation of the total analyte concentration or the calculation
of the concentration of every species, leading to different
approaches for the data treatment.

In recent studies, our research group has demonstrated how
the generalized H-point standard-additions method
(GHPSAM)8–10 can estimate with a very low error the analyte
concentration in a sample in which one or more unknown
interferents are present. The method is based on the location of
linear spectral intervals for the global interferent in the entire
spectral region measured.

In this paper, the GHPSAM basis is presented for the
estimation of the total analyte concentration or one of the
selected forms of the analyte. Also, a new methodology for the
simultaneous determination of two forms of the analyte is
reported. This study improves the means of finding the intervals
where the interference presents a linear spectral behaviour, and
allows the estimation of the analyte concentration considering
different analytical objectives.

Theoretical background

Determination of one analyte or one selected form of the
analyte

Location of linear intervals in the unknown interferent
spectrum. The GHPSAM8–10 makes it possible to estimate the
concentration of an analyte in the presence of an unknown
interferent. The first step for application of the GHPSAM is the
location of linear intervals in the interferent spectrum.

Let us assume that X is the analyte or the selected form of it
to be determined and Z is the unknown global interference. If
the spectral behaviour of the interferent Z (AZ,j) in the range of
wavelengths, l1–lm, can be described as a straight line with an
intercept a and a slope b then it can be written:

AZ, j = a + blj lj ñ [l1, lm] (1)
The absorbance of the sample S at each wavelength in the

interval selected will be the sum of the absorbances of X at a
concentration cX and of Z:
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AS, j = AX, j + AZ,j = MjcX + a + blj (2)

where AX, j is the absorbance at lj of X and Mj is the molar
absorption coefficient and the optical path product (or related
measure) at lj of the analyte X.

The second derivative absorbance of the sample with regard
to the wavelength in this interval is:

¢¢ = + = ¢¢A
A A
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Eqn. (3) can be rewritten as:

¢¢
¢¢

=
A

M
cj

j

S,
X (4)

Thus, when plotting the values of the ratio ABS, j /M
B
j vs. lj,

constant values equal to the analyte concentration will be
obtained in those intervals where the interferent spectrum
presents a linear behaviour.

In a previous work,11 a complementary procedure was
reported for the location of linear intervals in the interferent
spectrum. The linearity of the interferent, Z, was located by
considering the value of the sample first derivative spectrum
equal to the value of the first derivative of the interferent at the
wavelength of the maximum absorbance (lm) of the analyte,
X:
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Selecting a couple of wavelengths lj and lk where the analyte
presents the same absorbance (AX, j = AX,k), the absorbance
increment DAS, j,k can be written as:

DAS, j,k = AZ,k + AX,k 2 AZ, j 2 AXj = AZ,k 2 AZ, j (6)

Dividing DAS, j,k by the corresponding Dlj,k, a value equal to the
sample first derivative at lm will be obtained if the interferent is
linear in this wavelength interval:
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The value of DAS, j,k /Dlj,k must be included into the interval
(dA/dl)S

lm
± 3 3 s[(dA/dl)S

lm
] in order to consider the

absorbance of the interferent as linear in that range of
wavelengths.

Estimation of the analyte concentration. Three wave-
lengths lj, lk and ll within the interferent linear interval [l1, lm]
must be selected to calculate the concentration of the analyte.
The absorbance of the sample at these wavelengths, considering
that the standard-additions method has been followed, can be
written as:

AS, j = Mjc0
X + Mjci

X + a + blj

AS,k = Mkc0
X + Mkci

X + a + blk

AS,l = Mlc0
X + Mlci

X + a + bll

(8)

where c0
X is the analyte concentration in the sample, ci

X is the
analyte added concentration (the i superscript denotes the
different standard additions) and Mj, Mk and Ml are the slopes of
the calibration lines (or the molar absorption coefficients or
related measure) at lj, lk and ll of the analyte X.

Two parameters, p and q, can be defined as:
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and also two lines can be defined as the weighted differences
between AS,j and AS,l and between AS, j and AS,k

qDAS, j,l = q(AS,j2AS,l) = qDMj,lc0
X +q(AZ,j2AZ,l)+ qDMj,lci

X
pDAS,l,k = p(AS,j2AS,k) = pDMj,kc0

X+p(AZ,j2AZ,k)+pDMj,kci
X

(10)

These two lines permit the calculation of the concentration of
the analyte from the abscissa of their intersection point, the so-
called H-point (2cH, DAH), where cH is equal to c0

X, the analyte
concentration in the sample:
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From this expression, we can optimize the wavelengths (lj, lk

and ll) to be those that make bigger the denominator in eqn.
(11), in order to obtain the most accurate results.

Simultaneous determination of two forms of an analyte

Location of linear intervals in the unknown interferent
spectrum. Let us suppose that X and Y are the two chemical
forms of the analyte to be determined and Z is the unknown
global interference. If the spectral behaviour of the interferent Z
(AZ,j) can be described as a straight line with an intercept a and
a slope b in the wavelength interval l1–lk, then:

AZ,j = a + blj lj ñ [l1, lm] (12)

The absorbance of the sample S at each wavelength in the
selected interval will be the sum of the absorbance of X at
concentration cX, Y at concentration cY and Z. The total
concentration of the analyte, c, will be expressed as c = cX +
cY:

AS,j = AX, j + AY, j + AZ, j = cXeXj + cYeY, j + a + blj (13)

where AX, j and AY, j are the absorbances at lj of X and Y
respectively and eX, j and eY, j are the molar absorptivity
coefficients of X and Y (or the slope of the calibration lines) at
lj considering a 1 cm optical path length cell.

The second derivative of the sample absorbance with regard
to the wavelength in this interval is:
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If the parameter rj is defined as the quotient of the second
derivative of the molar absorptivity coefficients of Y and X, at
the wavelength lj, eqn. (14) can be rewritten as:
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Eqn. (15) can be rewritten in the following way:
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As can be seen, plotting ABS, j /e
B
X, j vs. eBY, j /e

B
X, j and ABS, j /e

B
Y, j vs.

eBX, j /e
B
Y, j, a straight line must be obtained where the interference

spectrum presents a linear behaviour.
Moreover, an initial estimation of the concentration of both

forms can be obtained from the slope and intercept of these
lines.

Estimation of the analyte concentration. If three wave-
lengths (lj, lk and ll) included in a linear interval [l1, lm] of the
interference spectrum are selected, the absorbance of the sample
at them will be given by the expressions:

AS, j = cXeX, j + cYeY, j + a + blj

AS,k = cXeX,k + cYeY,k + a + blk

AS,l = cXeX,l + cYeY,l + a + bll

(17)

The following weighted differences of absorbance will depend
only on the characteristics of the different analyte forms
independently of the interferent concentration:

AS,k 2 qAS, j 2 pAS,l = cX(eX,k 2 qeX, j 2 peX,l) +
cY(eY,k 2 qeY, j 2 peY,l) (18)
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Rewriting eqn. (18), two expressions emerge:
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The absorbance increments obtained by applying the pre-
vious equations for the different sets of three wavelengths for
every solution assayed describe a straight line, whose slope will
be equal to the concentration of one form of the analyte and
whose intercept will be equal to the concentration of the
other.

Any set of wavelengths spanning a linear interval could be
used, but the precision and accuracy of the results will improve
when selecting the wavelengths that make the denominator of
the equations larger.

For the intervals of wavelengths where the interference does
not present a linear behaviour, the representations proposed by
eqns. (19) and  (20) will not be linear.

Discussion

Programs written in Visual-Basic language were developed to
make the GHPSAM procedure easy. In Figs. 1 and 2 the
flowcharts of the programs used for the determination of one or

Fig. 1 Flowchart of Visual-Basic programs: GHPSAM one analyte.

Fig. 2 Flowchart of Visual-Basic programs: GHPSAM two analyte.
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two forms of the analyte, respectively, are shown. It can be seen
that the methods involve few steps, are simple and flexible and
allow changes in the selection criteria.

One of the most important steps in the GHPSAM procedure
is the location of wavelength intervals where the spectral
behaviour of the interference can be considered as linear. For
this purpose, different plots can be used depending on the scope
of the determination.

For the determination of the total concentration of the
analyte, whether the analytical signal is a contribution of
different forms or not, the ABS, j /M

B
j vs. lj plots can be used. MBj

is the second derivative of the slope that is obtained through the
standard-additions method. In such cases, constant values for
the quotient will be obtained in the linear spectral interval of the
interferent.

For the determination of one chemical form in the presence of
other chemical forms of the analyte and in the presence of an
unknown interferent, we can use the ABS, j /e

B
X, j vs. lj plots, eBX, j is

the second derivative of the absorption coefficient at lj of this
form of the analyte. The linear intervals in the interferent
spectrum will be those where constant values of the quotient are
obtained.

A special situation arises when the quotient of the second
derivative of the molar absorptivity coefficients of the two
chemical forms eBX, j /e

B
Y, j is a constant in a wavelength interval.

As can be deduced from eqn. (15), when plotting the ABS, j /e
B
X, j or

ABS, j /e
B
Y,j quotients vs. the wavelength, a constant value will be

obtained in those ranges of wavelengths where the interferent
spectrum presents a linear behaviour (Fig. 3). From these
intervals, the concentration of the X form can be obtained for
small values of rj (cY·rj í cX) or when ABY, j + ABZ, j is equal to
zero. In the same way, when 1/rj is small or when ABX, j + ABZ, j is

zero, the horizontal intervals of the plot ABS, j /e
B
Y, j vs. lj provide

the concentration of the Y form of the analyte.
If these conditions for the rj value are not accomplished, the

value of the quotient ABS, j /e
B
X, j will be equal to the sum of

concentration of the X form and Y form corrected by the factor
rj. In that sense, when rj = 1, the total concentration of the
analyte could be obtained.

If the spectral maximum wavelength of the analyte or any
form of it is included within the estimated linear interval of
wavelengths, it is possible to apply the first derivative
spectroscopy. As described in the fundamentals, this method is
used in order to validate that linear interval.

For the simultaneous determination of two forms of the
analyte, we can use eqn. (16). As can be seen, the equations
describe a line whose intercept and slope are equal to the
concentration of the analyte in the different chemical forms.
This means that, when plotting ABS, j /e

B
X, j vs. eBY, j /e

B
X, j and ABS, j /

eBY, j vs. eBX, j /e
B
Y, j, a straight line will be obtained in the linear

interval of the interferent spectrum. An example of this is given
in Fig. 4 where the linear interval in the interferent spectrum is
located in the range 245–297 nm.

By means of the plots described, an estimation of the
concentration of the different chemical forms of the analyte can
be obtained as well as the total concentration. This result can be
used as an approximation to the real concentration, since it is
obtained using second derivatives of the original data and the
signal to noise ratio is increased.

For an accurate and precise prediction of the concentration of
the analyte,  eqns. (11), (19) and (20) should be used. As can be
seen, in these equations original data are used instead of the
derivatives. The results obtained by the employment of these
equations can be validated by studying the (Ak 2 qAj 2 pAl)

Fig. 3 Hypothetical representation ABS, j /e
B
X, j vs. lj for solutions at different relative concentrations cX+cY. The total concentration is equal to 1 (full lines)

or 3 (broken lines).

Fig. 4 (a) Hypothetical spectra of the analyte in two different chemical forms (X and Y), the interferent and the sample. (b) and (c) Location of linear
intervals in the interferent spectrum (245–297 nm). The equation of the straight line within 245–297 nm is y = 1x + 1, which means that cX = cY = 1.
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values for the different sets of wavelengths selected. As in
previous studies made by this research group,12 a methodology
based on relative error is reported. The relative error in the
prediction of the concentration can be calculated using the
expression:
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where the error for the absorbance increment is s2
DA = s2

Ak
+ q2s2

Aj

+ p2s2
Al

. According to experimental values, sDM/DM ≈ 0.01 and
sAj

≈  sAk
≈  sAl

given the fact that p + q = 1, the maximum
value of the error will be s2

D,A = 2s2
Aj

, while the minimum would
be s2

DA = 1.5s2
Aj

.
For different sA and DA values, the sc/c ratios are different,

and the variance of the results is constant for a DA fixed value.
If we assume a value of sc/c ≈ 0.05, which means that the result
deviations are inferior to 5% (general requirement), then DA =
0.095 if sA = 5 3 1023.

When plotting the ec/c ratios (ec is the absolute error assigned
to each solution or standard addition) and the values sc/c with sA

= 5 3 1023 vs.DA for the different intervals, Fig. 5 is obtained.
The accuracy is acceptable when the ec/c values are inside the
criteria limits and with a random distribution with respect to the
analyte concentration.

Another strategy for the selection of the wavelengths
involves a principal component analysis of the (Ak2 qAj2 pAl)
values for the tested intervals. If the number of principal
components is superior to the number of analyte forms, or the
score plot shows an anomalous distribution of the points in it,
then it can be considered that the interference is not completely
annulled in the tested interval.

Applications

To apply the GHPSAM procedure, a multivariable detector and
a microcomputer are required. With this equipment and the
described program or a programmable spreadsheet, it is easy to

apply the method to the resolution of different analytical
problems. UV–visible absorption spectrophotometry and fluo-
rescence spectrophotometry, coupled or not with different
techniques such as flow injection systems13 or liquid chromato-
graphs,14 have been used providing in all instances satisfactory
results.

The GHPSAM permits the determination of analytes in the
presence or absence of a matrix effect even when the blank
presents different features in unknown samples. The GHPSAM
has been used to cancel the signal due to different unknown
matrices, such as water, pharmaceutical substances and urine,
for the determination of a great variety of analytes, such as
phenolic compounds,10–12 chloride,13 diuretics14 and antibiot-
ics.15,16

An interesting example of the applicability of the GHPSAM
and the new methodology developed in this article is presented
in Part II.17 The paper deals with the determination of Cr(VI) in
water samples. Depending on the pH, Cr(VI) can be present as
CrO4

22 or as HCrO4
2. The concentration of each form, as well

as the total concentration, is obtained accurately and precisely
for all the samples processed.

Conclusions

Our study demonstrates that the GHPSAM gives the concentra-
tion of an analyte, in the presence of unknown interferences,
even when the analytical signals exhibit a contribution of
different analyte forms related through an equilibrium.

If the concentrations of the different chemical forms of the
analyte are to be determined, their contributions to the
GHPSAM equations have to be observed, as performed in the
present work.

The method fails only in two cases: when the signal of the
interferent is not linear in the wavelength range studied, and/or
when the analyte absorbance is linear with regard to the
wavelength in the interval selected. In all other cases, GHPSAM
is capable of correcting for the absorbance of the unknown
interference.
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The generalized H-point standard-additions method (GHPSAM) is used in order to obtain the total Cr(VI) and
chromate concentration in water samples whose matrices are completely unknown. Moreover, a new methodology,
which is a modification of the GHPSAM, is proposed for the simultaneous determination of the two major
chemical forms of Cr(VI) present in the sample. The method is based on the location of spectral intervals where
the behaviour of the interferent absorbance can be considered as linear. From these intervals, the analyte
concentration free from bias error can be estimated. Spiked samples of dig and harbour water measured in the
UV–visible spectral region have been tested to check the background signal cancellation.

Introduction

Metals are often introduced into the water cycle from industrial
waste. Many of these ions are toxic to humans, and their release
must be carefully monitored and controlled. Chromium can be
found as Cr(III) and Cr(VI). Cr(III) is less toxic than Cr(VI). The
toxicity of Cr(VI) in aerosol form has been demonstrated; it
causes damage to the skin and upper respiratory system and can
result in lung cancer. However, the toxic effects of Cr(VI) in
drinking water have not been well documented.1

The determination of chromium is important in wastewater
from the electroplating industry or from sectors that manu-
facture products such as paints, pigments, tanning agents or
fungicides. The concentration of Cr(VI) can also be used as an
alternative measurement of chemical oxygen demand.2

Several analytical methods can be used for chromium
determination in wastewater: spectrophotometry using different
reagents especially diphenylcarbazide,3,4 cathodic-stripping
voltammetry,5 atomic absorption spectrometry,6,7 ion-pair and
ion-exchange chromatography with different detection sys-
tems8 and capillary electrophoresis.9,10 However, some of these
methods require physical separations, preliminary treatments or
non-universal instrumentation.

With respect to the type of measurement, direct spec-
trophotometry is a good choice for monitoring water quality
because of its general character. For water samples, the direct
determination of Cr(VI) is made difficult by the presence of
turbidity, suspended solids or dissolved organic compounds. An
additional problem is that this metal is present in water in
different chemical forms at concentrations that depend on the
pH. Moreover, the particular chemical forms are dependent
upon equilibria, which are concentration dependent. This
problem can be solved by a change in the pH so that one form
predominates over the other or by determining the different
chemical forms.

Some of the proposed methods for the determination of
Cr(VI) based on its direct spectrophotometric properties are:
absorbance measurement at 310, 372 and 380 nm after adjusting
the pH to 9 and non-linear compensation of the organic
matrix;11 multiwavelength absorptiometry using a third degree
polynomial for interference modelling;12 and the (ultraviolet
multiwavelength absorptiometry) (UVMA) method which con-
siders that the sample spectrum is a linear combination of some
reference spectra which are obtained by treatment of the
water.13

In this study, the generalized H-point standard-additions
method (GHPSAM) basis, shown in Part I,14 is applied to the
estimation of the total concentration of Cr(VI) and its different
chemical forms in natural waters and wastewaters by direct
UV–visible measurements. A new methodology for obtaining
the linear intervals for the unknown interference and for
estimating the concentration of the analyte when it is found in
two different chemical forms is reported in Part I.14

Experimental

Apparatus and reagents

For the UV–visible measurements, a Hewlett-Packard HP8453
UV–visible diode-array spectrophotometer (Palo Alto, CA,
USA) was used. The solutions were prepared in water
(nanopure, Sybron, Barnstead, Spain) using potassium dichro-
mate as a reagent of analytical purity (Panreac, Spain).

Procedure

Series I: synthetic solutions. The working standard solu-
tions were prepared from a stock solution of Cr(VI) (88.8 ppm),
at a concentration ranging between 0 and 20 ppm at pH 3 and 9
in 0.05 M citrate buffer. Synthetic solutions containing between
0 and 20 ppm of Cr(VI) at pH 3 and 9 (samples I.1–I.10) and 5
or 15 ppm of Cr(VI) at pH between 5 and 7 (samples I.11–I.20)† For Part I see ref. 14.
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were prepared. Every sample was prepared twice and the
spectra were recorded in the 250–400 nm region with a 1 cm
path length cell.

Series II: dig water samples. The water samples, at pH 6.5,
come from digs in San Isidro (Valencia). A prior treatment
involving filtration by gravity was carried out to eliminate the
particles in suspension. The spectra of the samples were
recorded with 1 cm and 5 cm path length cells (samples IIa.0
and IIb.0).

A spiked sample was prepared by dissolving 4.08 mg of
K2Cr2O7 in 250 ml of the filtered sample. A Cr(VI) standard
addition between 0 and 10 ppm (samples IIa.1–IIa.6) was
realized over this sample. The spectra were recorded in the
250–400 nm region with a 1 cm path length cell.

A spiked sample was prepared by adding 1.7 ml of a 50 ppm
Cr(VI) solution to 250 ml of the filtered sample. A Cr(VI)
standard addition between 0 and 800 ppb (samples IIb.1–IIb.5)
was prepared. The spectra in the 250–400 nm region were
registered with a 5 cm path length cell.

Series III: harbour water samples. The water samples, at
pH 8.2, come from the harbour of Valencia. A prior treatment
involving filtration by gravity was applied to eliminate the
particles in suspension. The spectra of the samples, without and
with 0.05 M citrate buffer (pH 6.5), were recorded with a 5 cm
path length cell (samples IIIa.0 and IIIb.0, respectively).

A spiked sample was prepared by adding 1.13 ml of a 50 ppm
Cr(VI) solution to 250 ml of the filtered sample. Another spiked
sample was prepared by adding 1.13 ml of a 50 ppm Cr(VI)
solution to 250 ml of the filtered sample with 0.05 M citrate
buffer (pH 6.5). For both spiked samples, a Cr(VI) standard
addition between 0 and 800 ppb (samples IIIa.1–IIIa.5 and
IIIb.1–IIIb.5, respectively) was performed. The UV–visible
spectra were registered in the 250–400 nm region with a 5 cm
path length cell.

Principal component analysis (PCA) and partial least-squares
(PLS) calculations were made using The Unscrambler (CAMO)
statistical package. To develop the calculations for the
GHPSAM proposed methods, programs written in Visual-Basic
(Microsoft) were used.

Results and discussion

Modelling of the system

The distribution curves of the different chemical forms of Cr(VI)
are a function of the total Cr(VI) concentration and of the pH.
Nevertheless, the distribution can be considered constant with
regard to the total Cr(VI) concentration when the metal is found
at a concentration lower than 25 ppm.

The UV–visible spectrum of a Cr(VI) solution, a combination
of the different chemical forms, depends on the pH. The
dominant forms for this concentration range are HCrO4

2 at pH
3 and CrO4

22 at pH 9; their spectra are shown in Fig. 1.
A PCA on the spectra of the standards at different

concentrations (0–20 ppm) and pH (3–9) was carried out. The
score plot for the two principal components (PC) obtained is
shown in Fig. 2. The first PC explained 80% of the variance of
the data, while the second explained 20%. The standards
prepared at the same Cr(VI) concentration and pH appeared
linearly related in the score plot. From the score plot, the total
concentration and the pH of an unknown solution free of
interferent can be estimated. The score point of a sample
containing 17 ppm of Cr(VI) and prepared at pH 5.25 is shown
in Fig. 2 as an example. Projecting that point on the score plot
to the lines corresponding to pH 3 and pH 9 (as shown in the
figure), an approximate concentration of CrO4

22 and HCrO4
2

can be obtained. The concentrations of the two species were

equal to 6 and 11 ppm, respectively. These results are in
accordance with those obtained by the use of the equilibrium
constant (calculation explained later).

Different methods can be used to estimate the concentration
of the different analyte forms in samples where these forms are
known to be present and in the absence of an unknown
interferent. Principal component regression (PCR), PLS regres-
sion, multiple linear regression not overestimated (MLR1) and
overestimated (MLR2), the H-point standard-additions method
(HPSAM)15,16 and multiparametric linear regression (MPLR)
were employed to calculate the concentration of CrO4

22 and
HCrO4

2 in the series I samples (synthetic samples). The results
obtained with every method were plotted against the predictions
provided by PLS (taken as the reference method). In all cases,
slopes statistically equal to 1 and intercepts statistically equal to
0 were obtained. Thus the concentration of both chemical forms
could be calculated regardless of the method employed. Using
the predicted concentrations of CrO4

22 and HCrO4
2, the total

Fig. 1 (a) UV–visible spectra of 20 mg l21 Cr(VI) solution at pH 3 and pH
9 and of the non-spiked dig water samples and spiked samples with 5 ppm
of Cr(VI) registered in a 1 cm path length cell and with 300 ppb of Cr(VI)
registered in a 5 cm path length cell. (b) UV–visible spectra of the non-
spiked harbour water samples and spiked samples with 200 ppb of Cr(VI)
registered in a 5 cm path length cell at pH 8.2 and pH 6.5.

Fig. 2 PCA score plot for Cr(VI) solutions at pH 3 and pH 9 at
concentrations of 0, 5, 10, 15 and 20 ppm (two replicates) and at pH 5, 5.5,
6, 6.5 and 7 at concentrations 5 and 15 ppm (two replicates). Also shown is
the hypothetical score of a sample solution (X) containing 17 ppm of Cr(VI)
at pH 5.25.
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concentration of Cr(VI) was calculated. The results agreed in all
cases with the real concentrations of the sample solutions.

At the concentration level of Cr(VI) in series I, the Cr(VI)
system can be described by a modified equilibrium between
CrO4

22 and HCrO4
2; the equilibrium constant can be obtained

from the concentrations at different pH values.17 The method
selected to obtain the equilibrium constant was based on
calculating the inflection point in the chromate concentration vs.
pH curve by means of its second derivative. The calculated
value of pK was 5.5, which is consistent with the value of pK ≈
5.8 given by El Khorassani et al.13

Determination of CrO4
22 and HCrO4

2 in the presence of
unknown interferences

The fundamentals explained in Part I14 of this series of papers
are applied in the following.

Location of the linear intervals for the global inter-
ference. As dictated by the GHPSAM basis, from the plots
ABS, j /MBj the linear intervals in the spectrum of an unknown
interference can be obtained. In the wavelength range where
these quotient values are constant, the absorbance of the
interferent can be considered as linear. In this range, the average
quotient value gives an approximation of the analyte concentra-
tion in the samples.

The ABS, j /eBCrO4
22, j vs. lj and ABS, j /eBHCrO4

2, j vs. lj plots for
series I, corresponding to the synthetic samples, were obtained.
The eBCrO4

22, j and eBHCrO4
2, j coefficients were calculated from

the slope of the calibration curves obtained with standard
solutions at pH 9 and 3, respectively.

When plotting the ABS, j /eBCrO4
22, j quotient vs. lj at all the

measured wavelengths for series I solutions, two ranges seemed
to be adequate for the calculation of the CrO4

22 concentration;
these intervals were 270–290 nm and 325–340 nm. In spite of
the noise in the signals, the 350–380 nm interval was also
considered as adequate. The noise in this region is due to the
presence of inflection points in the analyte spectrum in this
range of wavelengths (where the second-derivative spectrum of
the analyte tends to zero and the previous quotient tends to
infinity). The ABS, j /eBCrO4

22, j quotient presented the same value
for all the solutions processed in the 310–320 nm interval. This
is due to the fact that here the ratio eBCrO4

22, j /eBHCrO4
2, j is equal

to 1. A similar situation is shown in Fig. 3 of ref. 14. Thus, in
this range, the total Cr(VI) concentration could be estimated,
according to ref. 14.

The ABS, j /eBHCrO4
2, j vs. lj plot, employed to locate the linear

intervals in the interferent spectrum in the HCrO4
2 determina-

tion, also showed the interval 310–320 nm that enables the total
Cr(VI) concentration prediction. This plot showed no linear
intervals for the interferent, which means that the HCrO4

2

concentration cannot be calculated.
The spectra of the dig samples, spiked and non-spiked with

Cr(VI) and measured with different path length cells, are shown
in Fig. 1. The spectra of the Cr(VI) spiked and non-spiked
harbour samples at different pH values are presented in the same
figure.

For series II, dig samples, and series III, harbour samples, the
ABS, j /eBCrO4

22, j vs. lj plots showed linear intervals in the

270–340 nm and 265–340 nm ranges, respectively. For both
series, the values of the quotient plot in the 350–380 nm range
were consistent with the CrO4

22 concentration.
An additional study14 of the interference linearity in the

interval 350–380 nm was carried out for the dig and harbour
samples because the absorption maximum of the analyte was
included in it. Pairs of wavelengths lying on both sides of the
maximum (lm = 372 nm) that presented the same absorbance
value for the analyte were selected as indicated in Part I.14 The
difference between the absorbances at these wavelengths was
lower than 2% in all cases.

The estimated values of DASj,k/Dlj,k were included in the
interval (dA/dl)S

lm
± 3 3 s(dA/dl) (see Table 1); thus according

to the theoretical background, the interference linearity in the
interval 350–380 nm was confirmed for both series.

The linear intervals were later corroborated by means of the
newly proposed methodology14 by calculating the plots ABS, j /
eBX, j vs. eBY, j /eBX, j and ABS, j /eBY, j vs. eBX, j /eBX, j /eBY, j; an
example of these representations is shown in Fig. 3 for the
290–340 nm range.

With all the different mentioned representations, an initial
estimation of the concentration of the two analyte forms can be
obtained. Nevertheless, as stated in Part I,14 these predictions
are affected by an error due to the employment of second
derivatives, but they serve as a guide.

Estimation of CrO4
22 and HCrO4

2 concentration. The
concentrations of CrO4

22 and HCrO4
2were predicted using the

GHPSAM equations. The wavelengths selected for the
GHPSAM to be applied had to meet the following criteria: a

Table 1 Estimated values of DASj,k/Dlj,k in the interval 350–380 nm and (dA/dl)S
lm

values with lm = 372–373 nm for IIa.1, IIb.1, IIIa.1 and IIIb.1
samples

Sample 1 Spiked conc./ppm (DA/Dl)j,k s[(DA/Dl)1,2] (dA/dl)lm
± 3s[(dA/dl)lm

]

IIa 5 20.00036 0.00019 20.00037 ± 0.00009
IIb 0.3 20.00168 0.00025 20.00165 ± 0.00015
IIIa 0.2 20.00031 0.00004 20.00035 ± 0.00006
IIIb 0.2 20.00061 0.00008 20.00067 ± 0.00006

Fig. 3 ABS, j /eBHCrO4
2, j vs. eBCrO4

22, j /eBHCrO4
2, j (a) and ABS, j /eBCrO4

22, j

vs. eBHCrO4
2, j /eBCrO4

22, j (b) plots for the series IIIa samples.
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distance between the three wavelengths greater than 4 nm and a
determination coefficient (r2) for the resulting calibration curve
(Ak 2 qAj 2 pAl vs. c) greater than 0.995. The final prediction
is obtained as an average of the results provided by the 25
absorbance increments with the highest slope in the calibration
curve.

The predictions of the CrO4
22 concentrations in series II and

III, dig and harbour samples, based on the GHPSAM expres-
sions with the selected best analytical signals are presented in
Table 2.

By applying the new methodology, the concentration of both
forms can be obtained simultaneously by means of eqns. (19)
and (20) given in Part I.14 In this case, the selection of the three
wavelengths was based on the following criteria: a distance
between them of greater than 4 nm, a determination coefficient
r2 > 0.995 and the greatest slope for the calibration curve (Ak2

qAj 2 pAl vs. c) for each form of the analyte individually. The
predictions were obtained by means of the slope and the
intercept of the corresponding curves employing the selected
absorbance increments. The results obtained for the simultane-
ous prediction of CrO4

22 and HCrO4
2 are shown in Table 3.

The interval 290–340 nm was considered to be linear for the
unknown interferent.

For series IIb, where a large interference to analyte signal
ratio was considered, the calibration curves obtained were not
linear, r2 < 0.99 and syx > 7. This means that the unknown

interferent is not totally linear in this range of wavelengths and
that the prediction is affected by an error, so that the analyte
concentration cannot be estimated.

For the dig and harbour samples, the results provided by PCR
and PLS methods were subjected, as expected, to severe errors
in prediction when an unknown interferent was present, since
the interference signal could not be modelled.

Determination of the total Cr(VI) concentration and
system modelling in the presence of unknown
interferences

The GHPSAM can be used to determine the total Cr(VI)
concentration.14 In order to apply the method, it is only
necessary to measure the sample spectrum and to make some
analyte additions to the sample (even one would be enough).
Moreover, to measure the total Cr(VI) concentration, it is not
necessary to known the absorption molar coefficients of CrO4

22

and HCrO4
2 or to set the pH of the original solution to 3 or

9.
First of all, we need to locate the linear intervals in the

unknown interference spectrum. The ABS, j /MBj vs. lj plot serves
that goal, MBj being the second derivative of the slope of the
calibration curve obtained through the standard addition.14

For the dig water (series II) and harbour water (series III)
samples, the linear intervals for the unknown interference were

Table 2 Predictions of the CrO4
22 concentrations for series IIa (ppm Cr) and series IIb, IIIa and IIIb (ppb Cr) using the GHPSAM

Interval/nm Interval/nm

Sample 270–290 325–345 350–380 Sample 265–290 325–345 350–380

IIa.0 0.219 ± 0.012 20.01 ± 0.02 20.14 ± 0.05 IIIa.0 27.9 ± 1.8 63 ± 3 26 ± 13
IIa.1 4.650 ± 0.012 4.48 ± 0.02 4.47 ± 0.04 IIIa.1 234.3 ± 1.9 273 ± 3 201 ± 10
IIa.2 6.688 ± 0.007 6.51 ± 0.02 6.61 ± 0.06 IIIa.2 420 ± 2 474 ± 3 407 ± 14
IIa.3 8.497 ± 0.011 8.35 ± 0.02 8.49 ± 0.05 IIIa.3 615 ± 2 663 ± 3 606 ± 15
IIa.4 10.31 ± 0.02 10.14 ± 0.02 10.45 ± 0.08 IIIa.4 801 ± 3 855 ± 4 794 ± 17
IIa.5 12.03 ± 0.02 11.83 ± 0.04 12.29 ± 0.07 IIIa.5 1028 ± 3 1084 ± 3 1020 ± 7
IIa.6 13.89 ± 0.02 13.62 ± 0.03 14.09 ± 0.13

IIb.0 138 ± 7 116 ± 6 216 ± 16 IIIb.0 224 ± 4 23 ± 5 210 ± 9
IIb.1 392 ± 7 370 ± 5 251 ± 19 IIIb.1 123 ± 3 159 ± 6 147 ± 7
IIb.2 545 ± 8 528 ± 9 406 ± 17 IIIb.2 260 ± 4 276 ± 6 289 ± 6
IIb.3 727 ± 8 699 ± 14 624 ± 25 IIIb.3 414 ± 4 404 ± 6 426 ± 28
IIb.4 869 ± 17 834 ± 16 766 ± 23 IIIb.4 551 ± 3 543 ± 7 618 ± 25
IIb.5 1115 ± 12 1054 ± 18 927 ± 52 IIIb.5 716 ± 3 677 ± 3 778 ± 14

Table 3 Predictions of the CrO4
22 and HCrO4

2 concentrations for series IIa expressed in ppm of Cr and series IIIa and IIIb expressed in ppb of Cr using
the GHPSAM for the two analyte forms in the interval 290–340 nm

DAS/DeX vs. DeY/DeX DAS/DeY vs. DeX/DeY

Sample CrO4
22 HCrO4

2 CrO4
22 HCrO4

2

IIa.0 0.1480 ± 0.0018 0.285 ± 0.004 0.1469 ± 0.0017 0.287 ± 0.003
IIa.1 4.665 ± 0.003 0.317 ± 0.008 4.668 ± 0.003 0.31 ± 0.008
IIa.2 6.738 ± 0.003 0.415 ± 0.007 6.74 ± 0.003 0.41 ± 0.007
IIa.3 8.569 ± 0.003 0.472 ± 0.007 8.571 ± 0.003 0.467 ± 0.006
IIa.4 10.435 ± 0.003 0.605 ± 0.007 10.436 ± 0.002 0.602 ± 0.006
IIa.5 12.179 ± 0.002 0.757 ± 0.006 12.181 ± 0.002 0.752 ± 0.006
IIa.6 14.010 ± 0.002 0.875 ± 0.005 14.012 ± 0.002 0.87 ± 0.005

IIIa.0 35 ± 0.3 — 34.5 ± 0.3 —
IIIa.1 238.6 ± 0.4 — 238.2 ± 0.4 —
IIIa.2 432.6 ± 0.5 — 432.4 ± 0.4 —
IIIa.3 629.4 ± 0.3 — 629 ± 0.3 —
IIIa.4 806.3 ± 0.6 — 805.8 ± 0.5 —
IIIa.5 1036.7 ± 0.6 — 1036.4 ± 0.5 —

IIIb.0 65.5 ± 1.9 244 ± 4 65.3 ± 1.8 243 ± 4
IIIb.1 220 ± 2 4 ± 4 219.9 ± 1.9 5 ± 4
IIIb.2 352.9 ± 1.7 83 ± 3 352.9 ± 1.6 83 ± 3
IIIb.3 517 ± 2 117 ± 5 517 ± 2 117 ± 5
IIIb.4 652.2 ± 1.6 182 ± 3 651.9 ± 1.5 183 ± 3
IIIb.5 809.3 ± 1.2 282 ± 2 808.7 ± 1.1 284 ± 2
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270–340 and 350–380 nm and 270–345 and 350–380 nm,
respectively. The plots obtained are shown in Fig. 4.

The concentration of the analyte, total Cr(VI), can be obtained
by selecting three wavelengths included in the previous
intervals and applying the GHPSAM equations. Following this
procedure, the prediction of the total Cr(VI) in all the samples
prepared was estimated. Acceptable results were obtained in all
cases, except for series IIb. In order to improve the prediction of
Cr(VI) in this series (with a high interference to analyte signal
ratio), a new study was carried out.

Taking into account the wideness of the intervals 270–340
and 270–345 nm, it was decided to break them into three pieces
(270–290, 290–320 and 320–340 nm) to check the linearity of
the interferent spectrum for series IIb.

The prediction of the total Cr(VI) concentration in series IIb,
obtained by selecting three wavelengths within every new
interval of wavelength (270–290, 290–320 and 320–340 nm),
showed a lack of agreement between the three different
subgroups formed. An incomplete cancellation of the interferent
signal is a possible explanation for this. This means that the
behaviour of the interferent spectrum in the intervals 270–340
and 270–345 nm cannot be considered as linear at all, and that,
perhaps, these intervals originate from the combination of an
undetermined number of smaller linear ones.

A PCA with 100 absorbance increments (Ak2 qAj2 pAl) in
the intervals 270–290, 290–320, 320–340 and 350–380 nm (25
variables per interval) was carried out for series IIb and the
standards at pH 3 and pH 9. Data were previously centred. The
criteria for the selection of wavelengths were: distance between
the three wavelengths greater than 4 nm and r2 > 0.995 for the
resulting calibration curve. The results of the PCA showed a
first PC explaining 97.9% of the variance of the data, and a
second PC explaining 2% of the variance. The score plot is
shown in Fig. 5(a). The first PC can be assigned to the CrO4

22

concentration, and the second to the concentration of HCrO4
2.

The scores for series IIb solutions provide information about the
incomplete interferent signal cancellation. This can be deduced
by looking at the first point of series IIb, whose concentration of
Cr(VI) is equal to zero, although the score plot indicates the
contrary. From the loading plot, Fig. 5(b), it seems to be worth
keeping the intervals 290–320 and 350–380 nm as the most
adequate, since they present the highest loading values for the
most informative PC.

Fig. 4 ABS, j /MBj vs. lj plots for the Cr(VI) standard addition to the spiked
dig and harbour samples and for the non-spiked samples: (a) series IIa; (b)
series IIb; (c) series IIIa; (d) series IIIb.

Fig. 5 Score plot (a) and loading plot (b) obtained by PCA for the selected
25 increments DA of each interval with series IIb and the Cr(VI) standards
at pH 3 and pH 9.
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Finally, in order to validate the results previously obtained for
series IIb, a study of their accuracy and relative precision was
carried out with the (Ak 2 qAj 2 pAl) values in all the intervals
(270–290, 290–320, 320–340 and 350–380 nm). The relative
error in the prediction of the concentration can be calculated as
shown in Part I.14

The ec/c ratios (ec is the absolute error assigned to each
standard addition) and the value Sc/c considering SA = 5 3
1023 vs. DA were plotted for the different intervals. The
standards were well estimated by the model, except for some
points located in the limits of the established criteria. The points
obtained by means of the 290–320 nm range showed a special
disposition in the plot. This disposition could only be assigned
to an incomplete annulment of the interference signal. After all
the mentioned studies, it was decided to predict the content of
Cr(VI) in series IIb by selecting three wavelengths included in
the interval 350–380 nm. It was in this interval where the
highest analytical signals were obtained. The remaining sam-
ples were predicted using the intervals found by the ABS, j /MBj
vs. lj plot.

The total Cr(VI) concentrations calculated for every series are
shown in Table 4. The results are given as an average of the
predictions calculated by means of the 25 standard analytical
signals showing the highest slope in the calibration curve when
plotted against the concentration.

In Fig. 1, the predicted matrix spectra for the different
samples assayed are included. They were obtained by subtract-
ing the analyte spectrum at the calculated concentration from
the sample spectra. As can be been, the calculated spectra are in
agreement with the real ones.

From the total Cr(VI) concentration, the pH and the
equilibrium constant, it was possible to estimate the concentra-
tion of CrO4

22 and HCrO4
2 present in the samples. Table 5

gives the predictions for the water samples considering pK =
5.5. In Table 5, the average Cr(VI) concentrations estimated by
the GHPSAM are given. Series IIIa and IIIb had different pH
values but the same total Cr(VI) concentration, so that the main
difference between the two series is the distribution of the

CrO4
22 and HCrO4

2 concentrations. Table 5 shows that the
prediction of the total Cr(VI) concentration in the samples of
these series is in agreement with the sum of the concentrations
of CrO4

22 and HCrO4
2 previously obtained by means of the

GHPSAM.

Conclusions

Our study demonstrates the ability of the GHPSAM to provide
the concentration of an analyte, Cr(VI), in the presence of
unknown interferences, even when the analytical signals
represent the contribution of different analyte forms related
through an equilibrium.

If the concentrations of CrO4
22 and HCrO4

2 are to be
determined, it is necessary to contemplate their contributions in
the GHPSAM equations, as performed in the present work.

The results obtained using the GHPSAM for the Cr(VI)
determination in residual and natural aqueous matrices with
unknown interferences show that it is a robust calibration
method with enough resources to validate the accuracy of the
results obtained.

The principal advantage of this multivariate method is that it
can be applied to one of the simplest analytical techniques,
direct spectrophotometry, without the need to carry out any
pretreatment of the sample, unlike other methods. It is also not
necessary to modify the pH of the original solution to obtain the
total analyte concentration, unlike the method proposed in ref.
11, or to use any reference spectra, as required by the UVMA
method.

With regard to the analytical parameters, sensibility and
dynamic range of the concentrations of the method proposed in
comparison with other proposed methods, in all cases similar
results are obtained.
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Table 4 Predictions of total Cr(VI) concentration for series IIa (ppm Cr)
and series IIb, IIIa and IIIb (ppb Cr) using the GHPSAM

Sample

Spiked
conc./ppm
or ppb

Average
predicted
conc./ppm Sample

Spiked
conc./ppb

Average
predicted
conc./ppm

IIa.0 0 0.16 ± 0.03 IIb.0 0 231 ± 26
IIa.1 5 4.98 ± 0.04 IIb.1 300 277 ± 20
IIa.2 7 7.20 ± 0.05 IIb.2 500 445 ± 16
IIa.3 9 9.17 ± 0.04 IIb.3 700 685 ± 21
IIa.4 11 11.18 ± 0.04 IIb.4 900 873 ± 20
IIa.5 13 13.08 ± 0.04 IIb.5 1100 1063 ± 19
IIa.6 15 15.04 ± 0.04

IIIa.0 0 22 ± 6 IIIb.0 0 6 ± 23
IIIa.1 200 208 ± 5 IIIb.1 200 214 ± 30
IIIa.2 400 399 ± 5 IIIb.2 400 393 ± 23
IIIa.3 600 595 ± 6 IIIb.3 600 591 ± 34
IIIa.4 800 783 ± 8 IIIb.4 800 797 ± 31
IIIa.5 1000 1016 ± 4 IIIb.5 1000 1012 ± 27

Table 5 Predictions of the concentrations of CrO4
22 and HCrO4

2

expressed in ppm of Cr for the samples of series II and III, using the
equilibrium constant pK = 5.5 and the Cr(VI) average concentrations from
the GHPSAM

Sample pH Cr(VI)/ppm CrO4
22 HCrO4

2

IIa.1 6.5 4.98 4.53 0.45
IIb.1 6.5 0.277 0.252 0.025
IIIa.1 8.2 0.208 0.208 0.00
IIIb.1 6.5 0.214 0.195 0.019

782 Analyst, 2000, 125, 777–782
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Abstract

The present study proposes a new flow cell called a bundle cell for chemiluminescence analysis. The results obtained
were compared with those achieved by manual and automated batch procedures and flow manifolds with different
cells: an common quartz flow cell, a helix cell and the most used spiral cell. Figures of merit such as limit of detection,
sensitivity, accuracy and precision for the Cr(III) determination were established with light emission produced by
catalysed Cr(III) luminol oxidation by hydrogen peroxide in a basic aqueous solution. An improvement in sensitivity
about 50% as compared with the spiral cell and even larger with respect to the other flow cells tested was observed.
The limit of detection provided was lower than those obtained with the other flow cells. In reference to the batch
mode, similar results were obtained with the bundle flow cell. Good results were obtained for several real water
samples containing chromium at different concentrations. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Chemiluminescence; Chromium determination; Cell design; Luminol-hydrogen peroxide reaction
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1. Introduction

The chemiluminescence technique provides
methods for trace analysis that are attractive be-
cause of their high sensitivity. This feature makes
the system interesting for pollution studies. In
addition, the flow injection–chemiluminescence
combination offers reproducibility and simplicity.

Two approaches were used to achieve sensitiv-
ity in chemiluminescence analysis. The first ap-
proach was to investigate alternate
chemiluminescence reactions for a metal ion ana-

lyte. The second approach redefined the design of
the different components of chemiluminescence
instrumentation [1].

Two important factors in any chemilumines-
cence determination are the mixing of the reagents
and the detection cell. The reagents must mix
satisfactorily in order to obtain the maximum
light emission. Poor mixing produces a large con-
sumption of reagents or a loss of sensitivity. Mix-
ing is most effective at a T-piece, but a Y-junction
and even conventional dispersion of an injected
sample into the surrounding flowing reagent are
also used. This latter approach is reproducible but
not very rapid. The detection cell regulates the
light that reaches the detector as well as the

* Corresponding author. Tel.: +34-96-3983002; fax: +34-
96-3864322.
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duration and magnitude of the signal. In a small
cell, the number of emitted photons is small, but
in a large cell a dilution effect is produced. More-
over, the two factors have to be studied simulta-
neously because their combination affects the
time-dependent variations in the intensity of light
emission.

A number of reports have described analytical
procedures using different assemblies and detec-
tion cells in an attempt to improve sensitivity.
Syringe-driven reagent-addition luminometers
have performed very satisfactorily [2]. Some solu-
tions propose mixing reagents in the same cell
when a quick reaction is studied [3]. In most flow
injection–chemiluminescence systems, a spiral cell
with a T-piece is used and gives acceptable results
[4,5]. In the Fountain cell, the fluid entering via a
central inlet is directed normally to a flat optical
surface. The resulting fountain-like flow pattern
radiates into a thin space between the optical
surface and a parallel rear plate [6]. An integrat-
ing sphere in which the cell is placed has also been
proposed. The internal reflective surface of the
sphere directs radiation to the detector, which is
attached to the sphere through a hole in the side
[7].

The aim of this study was to find a new flow
cell design. The results obtained are compared
with those obtained from batch and flow proce-
dures with different kinds of detection cells. The
different assemblies were tested with light emis-
sion produced by luminol oxidation by hydrogen
peroxide in a basic aqueous solution catalysed by
Cr(III). Although several metals ions catalyse this
reaction, specificity for Cr(III) is achieved when
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) is present
in the solution, as established by several authors
[8–12].

Chromium is a common contaminant in natural
water and wastewater, and this metal can be
found as Cr(III) and Cr(VI). It is important to
determine chromium in wastewater from electro-
plating industries and from sectors that manufac-
ture products such as paints, pigments, tanning
agents or fungicides.

The utility of the cell was tested for determina-
tion of Cr(III) in several samples of water con-
taining different amounts of the metallic ion.

2. Experimental section

2.1. Apparatus and reagents

A Jasco FP-750 fluorescence spectrophotometer
(Tokyo, Japan) was used for the measuring. The
light emission was monitored at 425 nm.

The following reagents were used: Cr(III) ni-
trate (Panreac, Spain), hydrogen peroxide (Pan-
reac), luminol (Fluka, Switzerland), sodium
carbonate (Panreac), sodium hydrogencarbonate
(Panreac) and sodium hydroxide (Probus, Spain).
The solutions were prepared in water (nanopure,
Sybron, Barnstead, Spain).

For FI assemblies, a Gilson Miniplus peristaltic
pump was used to drive the reactants through the
flow cell; it always worked at a flow rate of 15 ml
min−1. The loop employed had a 200-�l internal
volume. Tygon tubing (i.d.=0.8 mm) was used
with the peristaltic pump. Other tubing was made
of PTFE with i.d.=0.5 mm. For the batch proce-
dures, the chemiluminescence was measured with
a 1-cm pathlength quartz cell and the Cr(III)
solutions were injected using a Hamilton digital
syringe (Nevada, USA). The light emission inten-
sity was recorded as a function of time.

2.2. Procedure

2.2.1. FI procedure
The flow injection assembly is shown in Fig. 1

and is similar to that reported by Escobar et al.
[10]. Luminol and H2O2 streams were first mixed
in the flow system and then mixed with the sam-
ple, which was injected in a carrier containing the
EDTA solution. The distance between the last
T-junction and the detection cell was 4 cm.

Fig. 1. Schematic diagram of the FI assembly used for the
determination of Cr(III).
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Fig. 2. Schematic diagram of the assemblies based on a flow
injection procedure: quartz flow cell (a), helix cell (b), spiral
cell (c) and bundle cell (d).

Fig. 3. Schematic diagram of the assemblies based on a batch
procedure: manual (a) and automatic (b).

using a syringe throughout the septum, and the
solution in the cuvette was mixed with a stirrer.

A second assembly used a peristaltic pump as
the injection system. The pump was employed to
drive the Cr(III) solution through the cell with the
reagent mixture by manipulating the injection
valve. The carrier used was air stream, and the
flow rate was 5 ml min−1.

An automated batch procedure was also used.
The proposed switching device is show in Fig. 4.
Air is used as the carrier for the reagent additions
and injection of the analyte solution through the
cell and the drain of the final solution with the
same carrier. The detection cell is similar to that
shown in Fig. 2b, but the tube was inserted in the
cell completely. The steps of the procedure are
addition of different reagents (90s), measurement

The working solutions were as follows: EDTA
0.01 M in 0.04 M KOH, luminol 1.2×10−3 M in
0.3 M HCO−

3 -CO2−
3 buffer solution to adjust the

pH to 10.8 and hydrogen peroxide 0.1 M.
Different flow cells were used. A conventional

quartz flow cell with a 1.5 mm light path, a helix
cell, a spiral cell and a bundle cell (Fig. 2). The
last three cells consisted of laboratory-made
coiled transparent poly(tetrafluoroethylene) tubes
measuring 50 cm in length and with i.d.=0.8
mm. In the helix cell the tube was coiled to a
support taking up 1.5-cm length and 7.5 mm
diameter. The dimensions of the spiral cell were 1
cm of internal diameter and 3 cm of external
diameter. The bundle cell (1.5×1×1 cm) was
placed in a plastic cell.

2.2.2. Batch procedure
The batch assemblies are shown in Fig. 3. The

reagent solution was prepared in the quartz cell.
The reactive concentrations were 4×10−4 M of
luminol, 3.3×10−2 M of hydrogen peroxide,
3.3×10−3 M of EDTA and 0.1 M of HCO−

3 -
CO2−

3 buffer solution to adjust the pH to 10.8. In
assembly A, the Cr(III) solutions were injected

Fig. 4. Schematic diagram of the proposed assembly using air
as the carrier to inject the reagents and the analyte in a
chemiluminescence determination. For valve 1 (V1), the
reagent loop is filled in position 1 and the air carrier drives the
reagent to detection cell in position 2. For valve 2 (V2), the
analyte loop is filled in position 1 and the air carrier drives the
sample to detection cell in position 2. Position 1 of valves is
marked. The dark line shows the discharge flow when the
pump is turned out to empty the cuvette.
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Table 1
Optimal experimental conditions calculated from different strategies of optimisation

Univariate optimisationVariable Simplex optimisation

FI procedure RangeRange FI procedure Range Batch procedure

1.19×10−3 0–0.002 1.2×10−3 0–0.001Luminol concentration (M) 4×10−30–0.003
0.11 0–0.15 0.10–0.4 0–0.133H2O2 concentration (M) 0.03

9.5–12pH 10.98 9.8–11.6 10.8 8–12.5 10.85
–Buffer concentration (M) – 0.1–0.5 0.3 0.025–0.5 0.1

– 100–500 200– 100-500Injection volume (ml) 200
– 10–16 15 –Flow rate (ml min−1) ––
– 3–6 4 –– –DistanceT-junction-cell (cm)

of emitted light (60s) and pumping out of detec-
tion cell (120s). In this last step, the peristaltic
pump drives the solution in the opposite
direction.

In all cases, the injection volume was 200 �l.
The concentration of Cr(III) standard solution
was 250 mg l−1. Working solutions of Cr(III)
(0–50 �g l−1) were prepared daily by appropriate
dilution with water.

In the interference study, the solutions con-
tained 0–1000 �g l−1 of Cr(VI), Fe(III), Fe(II) or
Co(II).

2.2.3. Real samples
The samples of river water and polluted water

were taken at different sites in the Valencia area.
The samples were filtered through a 0.45 �m
membrane filter.

3. Results and discussion

3.1. Optimum experimental conditions for luminol
oxidation by hydrogen peroxide catalysed by
Cr(III)

The range of variables values considered is
shown in Table 1. It was established on the basis
of the previous experiments and bibliographic
data for this reaction [10,11]. The values of the
variables were sequentially optimised by univari-
ate and/or simplex [13,14] methods.

The initial point used was luminol 2.5×10−4

M, hydrogen peroxide 0.025 M and pH=10 for
the FI procedure. After 22 experiments, the sim-
plex algorithm no longer predicted improved out-
comes and hence could no longer be usefully
applied. A confirmation of the optima with uni-
variate exploration around the simplex optimum
was made. The results are shown in Table 1. The
optimal value was selected according to the maxi-
mum chemiluminescence signal (peak area or
peak height) and minimum variance between
replicates.

The chemiluminescence intensity time register
changed with the pH of buffer solution, as can be
seen in Fig. 5 for the batch procedure. At lower
pH, the peak was small and wide with a large tail.
At higher pH, the peak was high and narrow.
Nonetheless, the maximum response (area or
height peak) was obtained in the 10.7–10.9 range.

The optimal concentrations for flow procedures
are approximately three times the optimal concen-
trations for batch procedures, as can be seen in
Table 1. This ratio depends on the dilution factor
of reagents (see Fig. 1).

Different authors have proposed using different
concentrations of EDTA to mask the interfering
ions. The presence of EDTA in different reagent
solutions in a flow injection assembly has also
been studied [10].

The effect of the EDTA concentration was
investigated in order to obtain the minimal signal
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Fig. 5. Effect of pH on relative chemiluminescence intensity as function of time, registered using manual batch procedure. The
broken line indicates the maximum chemiluminescence intensity for each pH.

of the direct interferents for complex formation.
The metal ions tested for interference were
Cr(VI), Co (II), Fe (II) and Fe (III). Fig. 6 gives
the effect of the EDTA concentration on relative
chemiluminescence intensity. The ions Fe (III), Fe
(II) and Co (II) had a positive interference which
decreased with increasing EDTA concentration.
An EDTA concentration of 1×10−2 M for batch
and FI assemblies was selected. Cr(VI) does not
give any interference at a concentration between 1
�g l−1 and 5 mg l−1. The tolerance levels (20%)
of each interferent in the determination of Cr (10
�g l−1) were 25 �g l−1 of Co(II), 350 �g l−1 of
Fe(II) and 1000 �g l−1 of Fe(III).

3.2. Comparison of results of the bundle flow cell
with other flow cells

The different reagents and the analyte were
driven through the several flow cells with the
manifold described in Fig. 1. The detection cells
tested are called: bundle, quartz, helix and spiral
(Fig. 2).

In Fig. 7 the registered FI peaks for the differ-
ent assemblies can be seen. For a detection cell to
be well designed, the light emitted is registered if
the residence time in the flow cell is longer than or

equal to the time of light emission (time window
concept). The commercial quartz flow cell did not
comply with this condition whereas the labora-
tory-made cells satisfy this requirement.

The calibration graphs were registered from 0.5
to 50 �g l−1 of Cr (Fig. 8). The signal (S) can be
described as a function of analyte concentration
S=acCr(III)

b , where a and b are constants. A
straight line was obtained for double logarithmic
calibration plots, log S= log a+b log cCr(III).
These calibration equations were given in Table 2

Fig. 6. Effect of EDTA concentration on peak height for
different metal ions: 10 �g l−1 Cr(III), 25 �g l−1 Co(II), 350
�g l−1 Fe(II) and 1000 �g l−1 Fe(III).
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Fig. 7. (a) Chemiluminescence intensity (arbitrary units) as function of time: quartz flow cell (A), helix flow cell (B), spiral flow cell
(C), bundle flow cell (D), manual batch (E) and pump batch (F).

using peak height and peak area of the chemilu-
minescence signal as analytical signals.

A t-test was performed in order to compare the
slopes of each cell to bundle cell. In all cases, the
slopes, related to the parameter b, are equal at the
significance level of 99% for all the assemblies,
regardless of whether the peak height or peak
area is used. The magnitude of the ordinate,
related to the log a, defines the order of assem-
blies with respect to their relative sensitivities. The
bundle detection cell provided better ordinates
than by the rest of the flow cells.

Linear (S=b0+b1 cCr(III)) and polynomial
(S=b0+b1 cCr(III)+b1 c2

Cr(III)) approaches were
also tested as calibration methods (see Table 2).
Linear calibration was applied to 0–10 �g l−1

interval and polynomial calibration to 0–50 �g
l−1 interval. The root mean squared errors of
calibration (rmsec) was used to enable the com-
parison of calibration models.

Similar rmsec values were obtained for double
logarithmic or potential and polynomial regres-
sion if peak height was used as analytical signal.
If peak area is the analytical signal, better models
were obtained using polynomial regression instead
of potential regression. Linear regression gives
lower rmsec values because a smaller concentra-
tion range is considered.

Inverse calibration was also tested. The results
obtained for the different calibration models ap-
pear in Table 3. Similar rmsec values were ob-

tained for potential, polynomial and linear models
than those obtained with the direct model.

As can be seen in Table 2 and Table 3 and Fig.
7, the bundle detection cell provided better signals
than by the rest of the flow cells. The bundle cell
was about 50% more efficient than the spiral and
helix cells. The quartz cell was the worst, as it was
mentioned previously. The prediction ability of
the regression models is better or similar to the
rest of flow cells.

Other figures of merit of the Cr(II) determina-
tion are given in Table 2: detection limit, intraday
relative standard deviation and interday relative
standard deviation. The detection limit was calcu-
lated as the concentration required to generate a
signal-to-noise ratio of three. The best detection
limit was obtained for the bundle cell, as can be
seen in Table 2, and this is consistent with the fact
that the best a value was achieved with this flow
cell. The repeatability and reproducibility were
obtained from four replicates and were slightly
better if the peak height was used. A F-test was
performed in order to compare the variances of
each flow cell to bundle cell. In all cases, the
variances are equal at significance level of 99%.

The bundle flow cell makes it possible to regis-
ter most of the light emission as a good ratio
between the volume and surface of the detection
cell. These characteristics improve the coupling of
a flow detection cell and the detector optics of a
conventional fluorescence spectrophotometer.
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3.3. Comparison of results of the bundle flow cell
with batch procedures

The reagent solution for the batch procedures
was in the detection cell and the analyte was
injected and mixed using a stirrer. A syringe or a
peristaltic pump using air as carrier was employed
(see Fig. 3). In the last mentioned option, air is
used as the carrier to inject the analyte through
the cell with the reagent mixture. Proposed
switching device makes it possible to extend the
automation of other steps of the procedure (see
Fig. 4). The same carrier is also employed to the
reagent addition and the drain of the final
solution.

The shape of the kinetic curve obtained for the
manual batch procedure (syringe option) is char-
acteristic in chemiluminescence determinations.
The asymmetric peak can be described as a rapid
increment in light intensity and a slow decay
according to the theoretical basis of this chemilu-
minescence reaction. The intensity/time profile ob-
tained when the peristaltic pump was employed
can be described as a combination of small kinetic
curves that correspond to the pump pulses (see
Fig. 7).

Table 2 and Table 3 shows the analytical
parameters for the batch procedures using double
logarithmic, linear or polynomial regression with
direct and inverse approaches, respectively. The
same conclusions can be established than those
explained in previous section for flow procedures.

For both peak height and area signals, the
analytical parameters of these manifolds are bet-
ter than those obtained with the flow procedure
except for bundle cell. The results using bundle
cell are similar to those provided by the batch
procedure using a syringe and better than those
obtained by the batch procedure using a pump.

With regards to the automated switching
device, the signals obtained are 99�9% (peak
height) and 65�5% (peak area) (n=8) of the
signals registered for the batch procedure when
only the sample is injected by pumping. From
these results it can be deduced that the manifold
with the bundle flow cell also provides better
results than the automated switching device.

Clearly the same conclusion in the case of the
batch modes can be established with reference to
the bundle cell results as those underlined for the
flow procedures.

3.4. Utility: chromium determination in real water
samples

Several water samples containing the analyte at
different concentrations were tested. Fig. 9a (peak
height) and Fig. 9b (peak area) show the results of
the analysis of nanopure, mineral, river and pol-
luted water.

As can be seen, similar results were obtained
with the bundle cell and the majority of the other
cells including the batch procedure. The robust-
ness of the determination is better when the height

Fig. 8. (a) Peak height and (b) peak area as function of Cr(III) concentration: quartz flow cell (A), helix flow cell (B), spiral flow
cell (C), bundle flow cell (D), manual batch (E) and pump batch (F).
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Table 2
Analytical parameters for different assemblies and different regression methods using direct approach: (a) peak height and (b) peak
areaa

Flow cell Batch procedure

Quartz Helix Spiral Bundle Syringe Pump

log a(a) Double −1.23�0.06 −0.48�0.09−0.71�0.07 −0.67�0.04 −0.25�0.05 −0.19�0.03
a 0.06�0.02 0.19�0.03 0.22�0.02 0.57�0.06 0.64�0.04 0.33�0.07logarithmic
b 1.00�0.05 1.18�0.06 1.22�0.04or potential 1.04�0.04 1.03�0.02 1.08�0.07

regression R2 0.98 0.99 0.995 0.992 0.997 0.972
0.06 0.07 0.05 0.05se 0.03 0.09
2.63 2.71 1.58 1.74rmsec 1.77 2.1

Linear b0 0.04�0.03 0.07�0.11 0.07�0.05 −0.11�0.18 0.13�0.18 0.27�0.12
b1regression 0.05�0.02 0.24�0.02 0.30�0.02 0.68�0.04 0.66�0.03 0.33�0.02

0.98 0.984 0.997R2 0.99 0.992 0.99
se 0.03 0.14 0.07 0.34 0.28 0.15

0.48rmsec 0.46 0.18 0.38 0.32 0.35

b0 0.14�0.01 −0.1�0.4Polynomial -0.9�0.3 1.1�0.9 0.65�0.17 1.6�1.6
b1 0.023�0.002 0.242�0.006 0.515�0.005 0.377�0.014 0.507�0.002 −0.04�0.02regression

0.9�0.2 4�3 −1�2b2×103 6�5 5�1 12�10
R2 0.992 0.99 0.992 0.99 0.998 0.97

0.1 1.0 0.9 1.5se 0.6 2.0
2.23 1.58 1.48rmsec 1.94 0.74 2.9

LD 1.05 0.7 0.7 0.4 0.2 0.6
4.3 4.2 4.9 5.8 5.4RSDintra 4.7

13.0 12.4 12.3 11.5 12.712.1RSDinter

log a 0.07�0.05(b) Double 0.1�0.09 0.04�0.03−0.88�0.05 −0.39�0.06 −0.39�0.06
1.11�0.08a 1.17�0.13 1.25�0.25logarithmic 0.13�0.02 0.41�0.06 0.41�0.05

b 1.09�0.04 1.08�0.07 1.03�0.04or potential 1.24�0.05 1.32�0.05 1.13�0.03
regression R2 0.992 0.97 0.99 0.991 0.993 0.997

se 0.05 0.09 0.05 0.06 0.06 0.03
2.07 1.95 1.86 1.34rmsec 2.13 3.77

b0 0.06�0.12 −0.04�0.48 −0.35�0.49 −0.35�0.94 −0.51�1.14 −0.09�0.97Linear
b1 0.14�0.02 0.64�0.08 0.81�0.08 1.55�0.15regression 1.56�0.19 1.53�0.16
R2 0.94 0.96 0.97 0.97 0.96 0.97

0.16 0.62 0.63 1.21 1.48 1.25se

0.88 0.75 0.6 0.6rmsec 0.73 0.64

Polynomial b0 0.27�0.03 −0.37�2.11 −3�3 0�3 1�3 5�5
b1 0.08�0.02 0.64�0.03regression 1.38�0.04 1.28�0.04 1.01�0.04 0.3�0.7

1.7�0 10.1�0.2 0.1�0.2b2×103 12.2�0.2 15.6�0.2 32.2�0.3
R2 0.994 0.991 0.991 0.996 0.995 0.93

0.3se 2.3 2.7 2.6 2.6 10.8
1.61 1.4 1.58rmsec 1.07 1.28 4.79

LD 1.0 0.6 0.6 0.3 0.2 0.3
4.0 4.7 5.5RSDintra 5.14.6 6.5

14.4 14.8 14.713.6 13.3RSDinter 13.9

a R2, coefficient of determination; se, standard deviation of the regression; rmsec, root means squared errors of calibration; RSD,
relative standard deviation.
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Table 3
Analytical parameters for different assemblies and different regression methods using inverse approach: (a) peak height and (b) peak
areaa

Flow cell Batch procedure

Quartz Helix Spiral Bundle Syringe Pump

0.46�0.05(a) Double log a 1.23�0.02 0.61�0.03 0.55�0.02 0.24�0.04 0.19�0.02
2.91�0.36logarithmical a 16.93�0.91 4.08�0.31 3.53�0.18 1.75�0.14 1.55�0.08

b 0.98�0.05 0.84�0.04 0.81�0.02or potential 0.96�0.03 0.97�0.02 0.9�0.06
regression R2 0.98 0.99 0.995 0.992 0.997 0.97

se 0.06 0.06 0.04 0.04 0.03 0.08
2.57 2.39 1.6 1.85rmsec 1.7 2.41

Linear b0 −0.58�0.52 −0.2�0.47 −0.21�0.18 0.22�0.37 −0.2�0.3 −0.8�0.4
b1 18.5�1.5 4.02�0.3 3.33�0.10 1.45�0.09regression 1.5�0.08 2.97�0.17
R2 0.98 0.98 0.997 0.99 0.992 0.99
se 0.62 0.59 0.23 0.49 0.41 0.45

0.48 0.45 0.18 0.38rmsec 0.32 0.35

b0 −1.6�1.2 0.72�1.5Polynomial 2.0�1.0 −1.4�1.0 −0.7�0.2 −1.1�0.3
b1 24�4 3.42�0.17 1.86�0.09 2.08�0.03regression 1.75�0.02 3.37�0.02
b2×103 −2689�300 −56.9�0.4 3.6�0.2 −18.1�0.2 −11.4�0.2 −55.0�0.2
R2 0.993 0.99 0.992 0.993 0.999 0.998

1.76 2.12 1.79se 1.68 0.79 1.03
1.43rmsec 1.73 1.46 1.37 0.64 0.84

log a(b) Double 0.86�0.02 −0.06�0.090.32�0.04 0.3�0.03 −0.04�0.03 −0.05�0.05
a 7.2�0.4 2.09�0.17 1.99�0.15 0.92�0.06 0.88�0.09logrithmical 0.88�0.17
b 0.96�0.04 0.8�0.03 0.75�0.03or potential 0.88�0.02 0.91�0.03 0.9�0.06

regression R2 0.99 0.991 0.993 0.997 0.992 0.97
0.05 0.05 0.04se 0.03 0.04 0.08
2.06 1.78 1.91 1.31rmsec 1.99 4.01

b0 −0.1�0.9 0.3�0.7 0.6�0.6 0.4�0.6 0.5�0.7 0.2�0.6Linear
b1 6.8�1.0 1.49�0.18 1.2�0.12 0.63�0.06regression 0.61�0.07 0.63�0.07
R2 0.94 0.96 0.97 0.97 0.96 0.97

1.10se 0.94 0.77 0.77 0.93 0.81
0.85 0.73 0.59 0.59rmsec 0.72 0.63

b0 −1.36�1.07 1.05�1.2 2.3�1.1 0.0�0.6 −0.3�0.8 −1.6�5Polynomial
b1 9.19�0.59 1.28�0.02 0.69�0.01 0.70�0.02regression 0.79�0.02 0.91�0.02
b2×103 −376.1�8.1 −7.8�0.2 0.4�0.2 −1.9�0.2 −2.7�0.2 −4�0.2

0.994 0.991R2 0.991 0.996 0.995 0.97
1.63 1.93 1.92se 1.32 1.46 3.65

rmsec 1.33 1.58 1.57 1.08 1.19 2.98

a R2, coefficient of determination; se, standard deviation of the regression; rmsec, root means squared errors of calibration.

of the chemiluminescence peak rather than the
peak area is used, as can be seen in Fig. 9. The
peak area can be more sensitive to different pH
(see Fig. 5), and small variations in the sample pH
can give rise to important differences between

assemblies and a worse Cr(III) determination. The
batch procedure using a pump to deliver the
sample seems to be the one most influenced by
experimental conditions when area values as used
as analytical signals (Fig. 9b).
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Fig. 9. Results of the determination of Cr(III) in different
water samples using (a) peak height and (b) peak area: quartz
flow cell (A), helix flow cell (B), spiral flow cell (C), bundle
flow cell (D), manual batch (E) and pump batch (F).

4. Conclusions

Our results show the analytical possibilities of a
new design of chemiluminescence flow cell, the
bundle cell, for chemiluminescence analysis of
Cr(III). The results obtained from the flow cell
were compared with those reported for other flow
cells such as a conventional quartz cell, a helix cell
and the well-known spiral cell. The bundle cell
proved to be better than the other flow cells. The
sensitivity achieved was 50% higher than that
obtained by the spiral cell, which is the next better
to the bundle cell. The bundle flow cell provided
better figures of merit for this chemiluminescence
method than the other flow cells for all calibration
methods assayed (double logarithmic or potential,
linear and polynomial) using direct or inverse
approaches.

The bundle cell was also compared with two
batch procedures. One of them injected the sam-
ple using a syringe, the other used a pump with
air as the carrier. Syringe-driven assembly re-
quired an additional device to inject the analyte
into the light-tight apparatus. The use of air as
the carrier to inject the analyte obviated the need
for an accessory sample port device. The latter
method has been automated with a switching
device. The analytical parameters of calibration
models for batch procedures were similar to those
obtained for the bundle cell when syringe was
used and worse when the pumping system was
employed. Better rate of analysis and repeatability
were obtained using a bundle flow cell.

Real Cr(III) samples were assayed, and the
results obtained were robust with respect to
the batch and flow procedures and reference
method.
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A real sample of tap water was analysed by the
method under study and by the diphenylcarbazide
reference method [15]. With this last method the
Cr(III) is oxidised to Cr(VI) previously. Table 4
shows the results obtained for the sample and also
for a spike of the sample.

As can be seen in Table 4, the results obtained
with the bundle cell are consistent with these
reported using the reference method and the
widely established spiral flow cell.
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Table 4
Concentration of chromium (�g l−1) in water samples by reference method and chemiluminescence method using spiral and bundle
flow cells (number of replicates=3)

Peak height Peak areaRegression Reference
method

Approach Spiral cell Bundle cell Spiral cellMethod Bundle cell

Sample Logarithmic direct 1.84�0.05 1.88�0.19 1.8�0.2 2.0�0.4 1.7�0.2
inverse 1.84�0.05 1.88�0.19 1.8�0.2 2.0�0.4
direct 1.93�0.05 1.88�0.2Linear 1.7�0.2 1.9�0.4
inverse 1.93�0.05 1.88�0.2 1.7�0.2 1.9�0.4

Polynomial direct 2.01�0.06 1.85�0.19 1.7�0.2 2.0�0.4
inverse 2.00�0.06 1.85�0.19 1.7�0.2 2.0�0.4

Spiked sample (5 Logarithmic direct 6.0�0.4 5.9�0.2 5.7�0.3 6.0�0.4 6.1�0.3
�g l−1)

inverse 5.9�0.4 5.9�0.2 5.7�0.3 6.0�0.4
Linear direct 5.9�0.4 6.0�0.2 5.6�0.3 5.9�0.4

inverse 5.9�0.4 6.0�0.2 5.6�0.3 5.9�0.4
direct 6.1�0.4 5.9�0.2Polynomial 5.8�0.3 6.1�0.4
inverse 6.1�0.4 5.9�0.2 5.9�0.4 6.2�0.4
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Analyst 118 (1993) 643.
[11] R. Escobar, Q. Lin, A. Guiraúm, F.F. de la Rosa, Int. J.
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INFLUENCE OF WATER SAMPLE STORAGE PROTOCOLS IN
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ABSTRACT
This paper shows the influence of different sample storage protocols, on the chemiluminescence

signal of some metal ions. The storage protocols studied were acid addition (HCl or HNO3) and no
reagent addition to filtered samples and refrigerated (T = 4 ºC). Light emission was produced for the
chemiluminescence reaction between luminol and hydrogen peroxide in buffer carbonate conditions (pH
= 10.8). Cr(III), Co(II) and Cu(II) analytical parameters were obtained by batch and/or flow modes in the
different conditions. Fe(II), Fe(III), Ni(II) and Mn(II) did not give chemiluminescence in the studied
conditions. A parallel study of sensibility and selectivity was performed. Then the presence or absence of
the masking agent EDTA, added to samples or used in the carrier stream, is assayed. If the samples are
acidified with HNO3, a previous neutralisation is needed using batch mode. The determination of Cr(III)
is robust by FI method however the determination of Co(II) or Cu(II) or total determination of three
metals requires the conditioning of standards. Detection limits achieved are ranged between 0.5 – 2 µg/L.
For batch mode, detection limits are better for unacidified samples and worse for carbonate-neutralised
samples. The influence of storage protocols was validated using of standard metal mixtures and
calibration solutions. The effect of reduction treatment is also assessed in order to calculate total
chromium concentration. The use of standard reference material CRM 1640 (Trace elements in natural
water) corroborates the previous statements and validates the accuracy of the different approaches
underlined. This paper demonstrates that it is possible to determine Cr(III) selectively in natural waters.

Keywords: Chemiluminescence; metal determination; storage protocols; luminol-hydrogen
peroxide reaction
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INTRODUCTION
The preservation of samples is an interesting

analytical problem because complete stability for
every constituent never can be achieved. After
sample collection, preservation procedures only
retard chemical and biological changes. [1]
Adsorption on the walls of the vessels will take
place for samples stored unacidified and unfrozen.
Samples may be stored unacidified but frozen in
order to preserve the original distribution of the
species. [2] Independent of storage temperature,
most authors recommend acidification
immediately after sampling if metal ions want to
be assayed.

Determination of trace elements in
environmental water samples requires analytical
techniques with high sensitivity and selectivity.
Unielemental techniques like atomic absorption
spectrometry (flame or electrothermal) or
multielemental techniques like atomic emission
spectrometry (ICP) alone or coupled with mass
spectrometry (ICP-MS) have been used for the
determination of metal ions.

Chemiluminescence from reactions that usually
produce transient emissions is also an attractive
method for determining trace metal ions.
Chemiluminescence provides sensitivity and
selectivity and coupled to Flow Injection (FI)
speed and reproducible sample injection and
mixing of the reagents. These factors, together
with low cost and simplicity make a
chemiluminescence determination or its
combination with FI extremely attractive.

Table I shows a selection of flow-injection
chemiluminescence determinations of metal ions
in aqueous samples described in literature. The
reaction more used is the oxidation of luminol by
hydrogen peroxide in basic solution catalysed by
some metal ions, producing chemiluminescence
emission at λ=425nm. It is necessary a
preconcentration step for quantifying Fe(II),
Fe(III), Mn(II) and Cu(II). The most common
method is ion exchange chromatography. It is
important to emphasise the critical effect of the
eluent and pH. The majority of methods proposed
without preconcentration determines Cr(III).

Several reagents have been used for masking
interferences, for example for Mn(II), Co(II) and
Cr(III) have been used 8-quinolinol, sodium citrate
and EDTA, respectively. Moreover in some
procedures, standards and samples are conditioned
with H3PO4 to mask the interfering ions. As it can
be seen in Table I, the experimental conditions
influence the figures of merit of the procedures.

 The aim of this paper was to study the direct
chemiluminescence signal for Cr(III), Co(II),
Fe(II), Fe(III), Ni(II) and Mn(II) as function of
sample storage procedure. The chemiluminescence
emission is produced by luminol-H2O2 reaction
catalysed by metal ions. No consideration has been

made in the literature about the influence of the
sample storage conditions on chemiluminescence
signal.

Immediate analysis is always recommended for
metal determination in water samples. Short
storage of filtered sample at low temperature (4ºC)
is also used. In these cases, the measurement is
realised without further sample conditioning step.
The analysis of bottled water is also performed
without this step. The most common storage
method for metal determination in water samples
is to add an acid as HCl up to pH around 2-3. The
previously filtered samples are stored in plastic
acid washed containers at 4 ºC. The maximum
storage recommended and regulated is six months.

The procedure employed for long term storage
uses the addition of HNO3 acid. The samples are
filtered, acidified and stored at 4 ºC. Polyethylene
bottles can be sealed in aluminised plastic bags.
The storage period can last even 2-3 years.
Standard reference materials are prepared
according to this protocol.

According to previous considerations, no
acidified samples and acidified samples with
hydrochloric or nitric acids were tested in this
paper. The alternatives for determining samples
stored in acidic conditions were tested in batch and
FI modes.  Also, the employment of a masking
agent in reagent composition or as sample
treatment step has been compared in order to
improve the selectivity for chromium
determination. Finally, the standard reference
material SMR 1640 was used for testing accuracy
and for establishing conclusions.

EXPERIMENTAL
Apparatus and reagents
A Hitachi F4500 (Tokyo, Japan) and Jasco FP-

750 (Tokyo, Japan) fluorescence
spectrophotometers were used for the measuring.
The light emission was monitored at 425 nm.

The following analytical grade reagents were
used: chromium (III) potassium sulphate 12-
hydrate (Merk, Germany), cobalt (II) nitrate 6-
hydrate (Panreac, Spain), copper (II) sulphate 5-
hydrate (Merk), ammonium iron (II) sulphate 6-
hydrate (Panreac), ammonium iron (III) sulphate
12-hydrate (Panreac), nickel (II) nitrate 6-hydrate
(Merk) and manganese sulphate hydrate
(Panreac),. Other reagents were hydrogen peroxide
(Panreac), EDTA (Probus, Spain), luminol (Fluka,
Switzerland), sodium carbonate (Merk), potassium
hydroxide (Probus), hydrochloric acid 36%
(Merk), nitric acid (Merk). The solutions were
prepared in water (nanopure, Sybron, Barnstead,
Spain).



Table I: Reviews of flow injection-chemiluminescence determinations of metal ions in water samples
Ref. Ions Reaction Preconcentr.

step
Considerations of method Concentration

interval (µg/L)
Water sample

[3] Mn(II) luminol-H2O2 Yes sample acidified with acetic acid-ammonium acetate to pH=5.0 Mn: 0.05-0.5 seawater
[4] Fe(II) luminol-H2O2 Yes H3PO4 in standard/sample solutions to pH=6 Fe: 10-70 -
[5] Co(II)

Cu(II)
Fe(II)

luminol-H2O2 Yes standards in 0.01mol/L HCl
mobile phase oxalic acid pH=4.2

Co: 0.05-4
Cu: 20-200
Fe semiquantitative

-

[6] Fe(III) brillant sulfoflavin- H2O2 Yes standard in 5⋅10-3 mol/L HCl sample acidified to pH=5.5 Fe: 0.02-5.6 seawater
[7] Fe(III) luminol-H2O2 Yes sample acidified with acetic acid-ammonium acetate to pH=3.0 Fe(III): 0.005-0.1 oceanic
[8] Cr(VI) luminol-hexacyano

ferrate(II)
Yes - Cr: 0.04-1 wastewater

[9] Co(II) gallic acid-H2O2 Yes samples with formic acid/ammonium formate to pH=3.6 Co: 0.0006-1 reference seawater
[10] Mn(II) luminol-H2O2 Yes standards in 0.1mol/L HCl Mn: 0.002-110 reference seawater
[11] Fe(II)

Fe(III)
luminol-O2. Yes standards in HCl to pH=3.5 Fe: 0.001-1 ground, rain, river, lake

[12] Fe(II)
Fe(III)

luminol-O2. Yes standards/samples in 0.1mol/L HCl Fe: 0.002-0.56 oceanic and seawater

[13] Fe(II)
Total Fe

brillant sulfoflavin- H2O2 Yes Standards in HCl
sample addition of acetate buffer (pH=4.4)

Fe: 0.05-11 rain, tap, river and
coastal

[14] Co(II)
Fe(II,III))

pirogalol-H2O2-NaOH, Yes 0.01 mol/L purified HCl in standard solutions Co: 5-850
Fe: -

estuarine

[15] Cr(III)
Fe(II)
Co(II)

luminol - H2O2-halide ion No with / without EDTA Cr: 0.005-5.2
Fe: 0.6-56
Co: 0.06-59

-

[16] Co(II)
Mn(II)

luminol -IO4
- No acidified samples with  H3PO4

addition of 8-quinolinol for Mn determination and sodium citrate for
simultaneous Co and Mn determination

Co: 0.01-12
Mn: 0.02-9

fresh and polluted

[17] Cr(III) luminol-H2O2 No 10-4 mol/L EDTA and 3⋅10-4 mol/L H3PO4 in standard/sample
10-3 mol/L EDTA added to H2O2 solution

Cr: 0.01-6 mineral, drinking,
polluted

[18] Mn(II) TCNQ-O2-OH-EosinY No immediate analysis (unacidified) DDAB vesicular solution Mn: 4 - 4000 potable
[19] Fe(II)

Mn(II)
luminol-IO4

- No unacidified samples, o-phenantrolin activator (Fe determination
TEA masking agent for Mn determination

Fe: 0.003-0.1
Mn: 0.005-0.1

underground drinking

[20] Cr(III) luminol-H2O2 No H3PO4 in standard/samples solutions (pH=3.7)
10-4 mol/L EDTA, 0.1 mol/L carbonate and 0.3 Br- carrier (pH=10.8)

Cr: 0.5-500 tap

[21] Cu(II) phenanthroline- H2O2 No standard acidified with HCl to pH=3sample acidified to pH=2 Cu: 0.006-0.45 seawater
[22] Cr(III) luminol-H2O2 No 10-3 mol/L EDTA in standard/sample solutions Cr: 5.2-5200 natural
[23] Cr(III) luminol-H2O2 No carrier EDTA- CO3

- pH 10.8sample stored in acidic conditions Cr: 0.5-50 river, tap and drinking



For FI assembly, a Gilson Miniplus peristaltic
pump was used to drive the reagent-sample
mixture through the flow cell. The loop employed
has a 200 µl internal volume. Tygon tubing (i.d.=
0.8 mm) was used with the peristaltic pump. The
flow cell was a spiral cell, consisted of laboratory-
made coiled transparent poly(tetrafluoroethylene)
tubes measuring 50 cm in length and with
i.d.=0.8mm. The dimensions of the cell were 1 cm
of internal diameter and 3 cm of external diameter.

Procedures
A cleaning procedure was applied to

glassware, containers and other glass or plastic
material. The first step was rinsing with nanopure
water, later 10% HCl bath overnight and rinsing
with nanopure water again.

The concentration of Cr(III), Co(II), Cu(II),
Fe(II), Fe(III), Ni(II) and Mn(II) standard solutions
was 1000 mg l-1. Working solutions of metal ions
were prepared daily. The measurement assemblies
are described in reference [23].

Batch procedure: The reagent stock solutions
were luminol 1.2⋅10-3 mol/L in 0.3 mol/L CO3

2-

/HCO3
- (pH = 10.8), H2O2 0.1 mol/L, EDTA 0.01

mol/L in 0.02 mol l-1 KOH or in 0.3 mol/L CO3
2-

/HCO3
- (pH = 10.8). Different reaction solutions

were prepared directly into a quartz cell. The
injection of the sample (200µl) is carried out with
a Hamilton digital syringe throughout a septum
and mixed with a magnetic agitator. The FP-750
Jasco spectrophotometer was used for monitoring.

FI procedure: Luminol solution 1.2⋅10-3 mol/L
in 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH = 10.8) and H2O2

0.1 mol/L were first mixed in the flow system and
then mixed with the sample-carrier. Different
carrier compositions were studied: CO3

2-/HCO3
-

0.3 mol/L (pH 10.8), EDTA 1⋅10-2 mol/L and 5⋅10-

3 mol/L in 0.02 mol/L KOH, EDTA 1⋅10-2 mol/L
and 5⋅10-3 mol/L in 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH

10.8). In all cases, the injection volume was 200
µL. The Hitachi F4500 spectrophotometer was
used for measuring.

Different conditioning procedures were
studied: without conditioning, addition of HCl
5⋅10-3 mol/L and addition of HNO3 0.5 mol/L. In
some cases a masking agent was added EDTA
1⋅10-2 mol/L or 5⋅10-3 mol/L.

Validation procedure: Standard mixtures of
different metal ions were prepared. The
bicomponent and tricomponent solutions are
described in Table II. Additionally, calibration
standard solutions were prepared in different
conditions, see Table III.

A standard material reference was also
analysed. SRM 1640 (NIST, USA) is composed
of natural fresh water collected from Cleark Creek
CO, which had been filtrated and stabilised with
nitric acid.

Reduction treatment procedure: The Cr(VI)-
Cr(III) was achieved by heating of standard
solution with HCl 5⋅10-3 mol/L or 1⋅10-3 mol/L and
0.03 % of H2O2 (80 ºC, 30 min). Standard
solutions of Cr(III) 0-50 µg/L and Cr(VI) 0-25
µg/L and standard mixtures with Cr(III) 25 µg/L -
Cr(VI) 5-25 µg/L and Cr(III) 3 µg/L - Cr(VI) 3-15
µg/L were prepared. Light emission was registered
applying or not reduction treatment step. A
interference study was performed preparing
chromium solutions in presence of metal ions and
anions.

Table II: Description of metal mixture solutions
Name Cr(III)

(µg/L)
Co(III)
(µg/L)

Cu(III)
(µg/L)

Storage
procedure

Analysis
procedure

EDTA conc
(mol/L)

s-1 15 10 - acidic batch 3⋅10-3

s-2 27 14.2 - acidic batch 3⋅10-3

s-3 15 25 - acidic batch 3⋅10-3

s-4 45 25 - acidic batch 3⋅10-3

s-5 3 200 - no acidic FI 1⋅10-2

s-6 9 100 - no acidic FI 1⋅10-2

s-7 15 50 - no acidic FI 1⋅10-2

s-8 3 200 - acidic FI 1⋅10-2

s-9 9 100 - acidic FI 1⋅10-2

s-10 15 50 - acidic FI 1⋅10-2

s-11 3 8 50 no acidic FI -
s-12 9 4 20 no acidic FI -
s-13 15 2 10 no acidic FI -
s-14 3 8 50 acidic FI -
s-15 9 4 20 acidic FI -
s-16 15 2 10 acidic FI -



Table III: Description of metal mixture solutions for  calibration
Name Cr(III)

(µg/L)
Co(III)
(µg/L)

Cu(III)
(µg/L)

Storage
procedure

Analysis
procedure

EDTA conc
(mol/L)

c-1 0-80 0-80 - no acidic batch 3⋅10-3

c-2 / c-3 0-15 100 - no acidic / acidic FI 1⋅10-2

c-4 / c-5 9 0-200 - no acidic / acidic FI 1⋅10-2

c-6 / c-7 0-15 4 20 no acidic / acidic FI -
c-8 / c-9 9 0-8 20 no acidic / acidic FI -

c-10 / c-11 9 4 0-50 no acidic / acidic FI -

Table IV: Composition of standard reference material © 1640: fresh water
Certified Mass Fractions Reference Mass Fractions
Element µg/Kg Element µg/Kg Element µg/Kg
Aluminum 52.0 ± 1.5 Cobalt 20.28 ± 0.31 Copper 34.3 ± 1.6
Antimony 13.79 ± 0.42 Iron 34.3 ± 1.6 Lithium 27.89 ± 0.14
Arsenic 26.67 ± 0.41 Lead 27.89 ± 0.14 Nickel 27.4 ± 0.8
Barium 148.0 ± 2.2 Manganese 121.5 ± 1.1 Potassium 994 ± 27
Beryllium 34.94 ± 0.41 Molybdenum 46.75 ± 0.26 Rubidium 2.00 ± 0.02
Boron 301.1 ± 6.1 Selenium 21.96 ± 0.51 Zinc 53.2 ± 1.1
Cadmium 22.79 ± 0.96 Silver 7.62 ± 0.25 Calcium 7.045 ± 0.089
Chromium 38.6 ± 1.6 Strontium 124.2 ± 0.7 Magnesium 5.819 ± 0.056

Vanadium 12.99± 0.37 Silicon 4.73 ± 0.12
Sodium 29.35 ± 0.31
Thallium* < 0.1

* Information Mass Fraction

RESULTS AND DISCUSSION
a) Chemiluminescence signal of

unacidified samples
Chemiluminescence signal of standard

prepared in ultrapure water is studied. Specific
laws fix upper levels of these metals in water: 200
µg/L of Fe, 20 µg/L of Ni, 2 mg/L of Cu and 50
µg/L of Cr (European directive 98/83/EC). The
trace elements composition of a fresh water can be
described by the SMR 1640 contents (Table IV).

Chemiluminescence coupled to FI was
previously studied. Ni(II) and Mn(II) signals were
similar to blank signal. The chemiluminescence
emission of Fe(II) and Fe(III) was only
quantifiable for concentrations superior to upper
levels. It will be necessary to use a
preconcentration step to apply the method for
determining these metals. Cr(III), Co(II) and
Cu(II) provided enough signal to their direct
quantification.

Some authors have proposed the use of EDTA
in order to mask some interferences, specially for
the determination of Cr(III). EDTA was added to
carrier solution or sample solution then metal-
EDTA complex was formed in the FI system or
before the FI system, respectively.

The signal (S) can be described as function of
metal concentration (cM): S = a cM 

b, where a and b
are constant. A straight line was obtained for
double logarithmic calibration plots: log S = log a
+ b log cM. Table V shows the calibration
parameters of double logarithmic or potential
regression for different experimental conditions.
The peak height was used as analytical signal. The
3-15 µg/L concentration interval for Cr(III)
provided a linear calibration model. The working
linear interval for Co was 2-8 µg/L and for cu the

linear interval is up to 20 µg/L. The detection
limits achieved calculated from a signal/noise ratio
of 3were 0.5-2 µg/L. These values are similar to
those provided by electrothermal atomic
absorption for these trace elements.

For increasing the selectivity of Cr(III)
determination, EDTA was added to sample
solution or carrier solution, then the metal-EDTA
complex was formed before or in the FI system,
respectively. Co(II) sensitivity decreased
drastically in presence of EDTA and Cu(II) signal
disappeared.

The sensitivity of Cr(III) decreases if EDTA
0.01 mol/L is added in carrier, as it can be seen in
Table V. The addition of the masking agent to
samples provides worse sensitivities and similar to
that provided by use of EDTA 0.01 mol/L in
carrier stream.

For batch procedure an in presence of EDTA
3⋅10-3 mol/L, the calibration curves are shown in
Table VI. The selectivity for Cr is three times
higher than for Co as it can be seen in this table.
The FI manifold adapted to fluorimeter used for
batch measurements provided the following
equation: (0.07 ± 0.05) + (0.30 ± 0.02)⋅cM
(r2=0.997, syx=0.07). Comparing both calibration
slopes, the loss of sensibility of FI procedure is
about 55%.

b) Chemiluminescence signal of samples
stored with HCl

Calibration in acidic conditions was evaluated
with the addition of HCl 5⋅10-3 mol/L.  Without
EDTA, the sensitivities obtained for Cr(III), Co(II)
and Cu(II) are similar to those obtained in acidified
conditions. The presence of EDTA in carrier
solution or sample, as masking agent, was also
studied.



Table V: Analytical parameters for Cr(III), Co(II) and Cu(II) determination in unacidified samples in FIA:
(a) double logaritmic and (b) linear

Without
EDTA

EDTA
in sample

EDTA
in KOH carrier (a)

EDTA
in buffer carrier(b)

EDTA conc (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) log a 1.82±0.06 2.4±1.7 1.5±0.6 2.2±1.5 1.84±0.03 1.9±0.7 2.32±0.03
a 66±9 247±54 32±4 163±34 69±5 99±6 211±16
b 1.32±0.06 0.4±0.1 1.14±0.06 0.65±0.09 1.16±0.03 0.95±0.03 0.92±0.04
R2 0.977 0.7086 0.9846 0.8284 0.9907 0.9926 0.985
n, syx 4, 0.0135 3, 0.208 3, 0.1090 4, 0.202 4, 0.0763 3, 0.0625 4, 0.1466

Co(II) log a 3.0±0.1 -0.6±1.2 -0.7±1.7 0.44±0.16 0.8±0.4 1.5±0.7 1.0±0.3
a 1009±121 0.27±0.06 0.21±0.02 2.7±1.0 6.8±2.6 32±5 10±2
b 0.70±0.08 1.53±0.05 1.51±0.02 1.08±0.08 0.82±0.08 0.62±0.03 0.86±0.04
R2 0.8941 0.9919 0.9442 0.9502 0.9112 0.9821 0.9825
n, syx 4, 0.1373 3, 0.0887 3, 0.162 4, 0.1406 4, 0.1466 3, 0.053 4, 0.065

Cu(II) log a 2.45±0.04 - - - - - -
a 265±34 - - - - - -
b 0.69±0.04 - - - - - -
R2 0.9809 - - - - - -
n, syx 4, 0.0682 - - - - - -

(b) Without
EDTA

EDTA
in sample

EDTA
in KOH carrier (a)

EDTA
in buffer carrier(b)

EDTA conc (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) b0 108±77 115±50 -9±17 45±49 -17±32 30±19 6±44
b1 155±8 51±6 47±2 69±5 105±3 85±2 176±4
R2 0.9647 0.8943 0.9816 0.9327 0.9868 0.9937 0.9913
n, syx 5, 172.3 4, 111.6 4, 38.54 5, 110.62 5, 72.47 4, 42.62 5, 97.98

Co(II) b0 251±190 2.4±23 22±13 -19±33 19±18 87±31 37±17
b1 553±39 3.1±0.3 1.8±0.2 4.2±0.3 2.71±0.15 4.1±0.3 4.64±0.12
R2 0.9396 0.9166 0.9606 0.949 0.9604 0.9648 0.9899
n, syx 5, 425.76 3, 43.23 3, 103.35 5, 74.24 5, 41.79 4, 66.78 5, 35.56

Cu(II) b0 98±38 - - - - - -
b1 111±3 - - - - - -
R2 0.9972 - - - - - -
n, syx 5, 58.61 - - - - - -

(a) 0.02 mol/L KOH
(b) 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH=10.8)

Table VI: Analytical parameters for unacidified standards by batch procedure
Metal Metal added bo ± sb0 b1 ± sb1 syx R2 n

Cr - 0.3 ± 0.6 0.75 ± 0.05 1.2 0.97 8
Co - -0.2 ± 0.7 0.24 ± 0.01 0.9 0.99 5
Co - -0.2 ± 1 0.27 ± 0.01 3 0.99 8
Co - -0.2 ± 0.6 0.26 ± 0.01 0.8 0.996 4
Cr 80 µg/L Co 19 ± 3 0.85 ± 0.11 3 0.98 3
Cr 100 µg/L Co 30.5 ± 0.3 0.77 ± 0.02 0.3 0.999 3
Cr 200 µg/L Co 53.1 ± 0.8 0.68 ± 0.16 3 0.95 3
Co 10 µg/L Cr 7 ± 2 0.32 ± 0.02 4 0.98 6
Co 20 µg/L Cr 16 ± 2 0.26 ± 0.02 3 0.98 5
Co 20 µg/L Cr 15 ± 2 0.24 ± 0.04 2 0.97 3
Co 40 µg/L Cr 39 ± 3 0.23 ± 0.04 3 0.94 4



Table VII: Analytical parameters for Cr(III),  Co(II) and Cu(III) determination in samples acidified with HCl
in FIA: (a) double logaritmic and (b) linear

Without
EDTA

EDTA
in sample

EDTA KOH
carrier(a)

EDTA
in buffer carrier(b)

EDTA conc (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

log a 2.31±0.02 1.2±0.3 1.3±0.5 2.1±1.1 2.1±0.9 2.5±1.6
Cr(III) a 203±8 18±2 22±3 129±13 144±9 334±39

b 0.88±0.02 1.43±0.05 1.50±0.06 0.89±0.04 0.89±0.03 0.78±0.05
R2 0.9958 0.9913 0.9870 0.9747 0.9914 0.9574
n, syx 4, 0.0383 3, 0.217 3, 0.1312 4, 0.0979 4, 0.0628 4, 0.1122

Co(II) log a 2.99±0.03 1.0±0.7 -(0.8±1.4) 0.7±0.6 0.9±0.2 1.4±0.3
a 976±78 11±5 0.17±0.04 6±4 9±1 25±2
b 0.81±0.05 1.04±0.09 1.63±0.06 1.14±0.15 0.88±0.02 0.718±0.017
R2 0.9621 0.9442 0.9914 0.8595 0.9948 0.9939
n, syx 4, 0.0916 3, 0.162 3,0.0972 4, 0.263 4, 0.041 4, 0.0319

Cu(II) log a 3.06±0.04 - - - - -
a 1276±146 - - - - -
b 0.30±0.03 - - - - -
R2 0.8783 - - - - -
n, syx 4, 0.0744 - - - - -

(b) Without
EDTA

EDTA
in sample

EDTA KOH
carrier (a)

EDTA
in buffer carrier(b)

EDTA conc (mol/L) - 1⋅10-2 5⋅10-3 5⋅10-3 1⋅10-2 5⋅10-3

Cr(III) b0 71±30 -15±22 -80±56 69±48 39±19 153±137
b1 144±3 54±3 90±6 93±5 106±2 184±14
R2 0.9938 0.9773 0.9528 0.9629 0.9963 0.9368
n, syx 5, 68.16 4, 49.72 4, 126.41 5, 108.95 4, 42.82 5, 275.59

Co(II) b0 374±184 79±55 -10±26 83±41 31±9 66±12
b1 613±37 11.1±0.8 3.4±0.4 9.6±0.6 5.33±0.13 6.55±0.18
R2 0.85354 0.9606 0.9095 0.9701 0.9955 0.9953
n, syx 5, 411.12 3, 103.35 3, 49.57 3, 77.97 3, 16.56 3, 20.27

Cu(II) b0 483±389 - - - - -
b1 131±27 - - - - -
R2 0.8185 - - - - -
n, syx 3, 606.64 - - - - -

(a) 0.02 mol/L KOH
(b) 0.3 mol/L CO3

2-/HCO3
- (pH=10.8)

Table VIII: Analytical parameters for Cr(III),  Co(II) and Cu(III) determination in samples acidified with HNO3
in FIA

double logaritmic linear
Cr(III) Co(II) Cu(II) Cr(III) Co(II) Cu(II)

log a 2.6±1.6 2.8±1.6 2.6±1.6 b0 513±29 484±48 579±15
a 455±44 678±43 367±38 b1 60±3 130±10 9.1±0.5
b 0.39±0.05 0.35±0.04 0.26±0.03 R2 0.9619 0.9296 0.9717
R2 0.8799 0.8816 0.9143 n, syx 5, 66.33 5, 108.63 4, 31.80
n, syx 4, 0.0932 4, 0.0733 3, 0.040

Table VII shows the calibration parameters for
the different calibration models and experimental
conditions.

Sensibility values achieved are similar to
previous conditions. The detection limit achieved
without EDTA for Cr(III), Co(II) and Cu(II) are
similar to those indicated above. Similar detection
limit is obtained for Cr(III) in presence of EDTA,
Cu(II) is not detected and Co(II) increases its
detection limit up to around 50 µg/L.

The sensitivities obtained for Cr and Co by the
batch mode were 0.898 and 0.35, respectively.
These values are similar to those reported in Table
VI for unacified samples.

c) Chemiluminescence signal of samples
stored in HNO3

Chemiluminescence emission was studied in
drastic acidic conditions (HNO3 0.5 mol/L).

Table VIII shows the calibration
parameters in conditions without EDTA addition
obtained by FI procedure. The sensitivities
achieved for the three trace elements, Cr(III),
Co(II) and Cu(II) are worse than those obtained in
the two previously studied conditions without
EDTA addition. However the slope value for
Cr(III) was similar to that obtained in unacified or
HCl acidified standards when EDTA 0.01 mol/L
was used. The detection limits achieved calculated
for a signal/noise ratio of 3, are 3, 3.5 and 10 µg l–1

for Cr, Co and Cu, respectively.



For batch procedure, neutralisation of sample
was required. The best results were obtained using
0.2272 mol/L Na2CO3 considering a dilution 7/10
for samples. The calibration curves were (-0.4 ±
0.2) + (0.38 ± 0.01)⋅cCr (r2=0.99, syx=1.5) and (-0.2
± 0.2) + (0.54 ± 0.01)⋅cCo (r2=0.99, syx=0.1)

d) Applicability scope
Figure 1 shows the signal obtained for the

different studied conditions using the FI method.
The chemiluminescence signal for each metal is
function on sample storage procedure and the
presence of masking agent, although the influence
is low for Cr. Specificity of chromium
determination can be achieved adding EDTA. No
neutralisation was needed to process the samples
stored in the different options tested when the FI
method is used for Cr(III) determination. The
batch mode requires the addition of Na2CO3 when
the samples were stored in acidic conditions.
Choosing the experimental conditions, the
determination can be selective enough for Cr(III)
or Cr, Co and Ni could be totally evaluated.

Different experiences were performed in order
to study the total chemiluminescence signal. The
aim was to check the additivity of signals in
different sample conditions. Binary and ternary
mixtures of the three metals stored in no acidic and
acidic conditions were analysed by the FI method
(Table II).
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Figure 1: Slope of linear regression for different
experimental conditions. 1: without conditioning; 2: HCl
5·10-3; 3: HNO3 0.5; 4: EDTA 1·10-2; 5:EDTA 1·10-2

and HCl 5·10-3; 6: EDTA 5·10-3; 7: EDTA 5·10-3 and
HCl 5·10-3; 8: EDTA 1·10-2 (carrier) in KOH; 9: EDTA
1·10-2 (carrier) buffered; 10: EDTA 5·10-3 (carrier), in
KOH; 11: EDTA 5·10-3 (carrier), buffered; 12: EDTA
1·10-2 (carrier) buffered and HCl 5·10-3; 13: EDTA 5·10-

3 (carrier) in KOH and HCl 5·10-3; 14: EDTA 5·10-3

(carrier) buffered and HCl 5·10-3. Concentration unit:
mol/L

Figure 2 shows the obtained signal recovery
percentage. It can be seen that the metal mixture
can be calculated as sum of individual signals.

A 52 experimental design of standard
mixtures was evaluated for the batch mode. A t-
test showed the slopes of the different Cr(III)
calibration curves obtained in presence of different
Co(II) concentrations were similar at confidence
level of 95 %. The same results were calculated for

the slope comparison of the different Co(II)
calibration curves obtained in presence of the
different Cr(III) concentrations. Some of those
calibration equations are given in Table VI. The
slope values for the mixtures are similar to those
obtained when the trace element is alone. Then, the
total signal could be considered as the sum of the
Cr(III) signal and Co(II) signal.
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Figure 2: Signal recovery percentages for
different metal mixture solutions. Error bars represent 3s
from triplicate measurement

Similar studies were performed for
calibration mixtures measured according to FI
procedure (Table VII). In all cases, t-test showed
that there was no significant difference between
calibration slopes at 95 % confidence interval.

The standard material reference SMR

1640 was studied. Trace element mineral water
sample was conserved in 0.5 mol l-1 HNO3
conditions. The contents of metals are given in
Table II. Na2CO3 was added to the standard
reference material. Signal of certified standard and
standard mixtures of Cr and Co reproducing the
contents of SMR 1640 was compared. Good
signal recovery percentages were obtained as it can
be seen in Figure 2. Then, only the signals of the
two elements contribute to the total analytical
signal. Mainly the signal corresponds to Cr
because the Co content considering a dilution 7/10,
is near to detection limit.
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By the FI mode, it is possible to quantify
only Cr by adding EDTA 0.01 mol l-1 or the total
contribution of the Cr, Co and Cu in the sample.
For determining Cr, it is possible to use standards
in acidic or non acidic conditions in order to
process samples stored in different conditions. It
can be observed from the corresponding sensitivity



values and the results for SMR 1640 (diluted 6.4
times) given in Figure 3. Without EDTA,
standards and samples must be in the same
conditions in order to obtain accurate estimations.
Figure 3 shows that the same results were
obtained for SMR 1640 and a mixture of Cr, Co
and Cu prepared in HNO3 .

e) Influence reduction treatment
Most of the metal monitoring in water samples

is based on total contents according to laws.
Therefore, a previous treatment to measurement
step must be performed in order to transform all
metal species in measurable form. For chromium
analysis, a reduction of Cr(VI) to Cr(III) with
H2O2 in acidic conditions and T = 80 ºC has been
described. Then, this kind of steps can also
influence to sample conditions and measurement
conditions.

 Table IX shows the analytical parameters for
double logarithmic regression obtained for Cr(III)
calibration curves without reduction treatment and
Cr(VI) calibration curves with reduction treatment.
The results obtained using different acid
concentrations and different reagent quality has
been summarised.

It can be seen that the conversion of Cr(VI) to
Cr (III) is completed, although the best analytical
signals were obtained using a peroxide
concentration of 0.03 % and HCl concentration of
5⋅10-3 mol/L. Respect to reagents quality, the best
registers were obtained using HCl trace pur and
Na2CO3 (p.a.).

Mixtures of Cr(III) and Cr(VI) were also
processed using the reduction procedure in order to
assess the determination of total chromium. In
Figure 4 the signal of Cr(VI) solutions  and
Cr(III)-Cr(VI) mixture solutions using different
HCl concentrations in reduction treatment are
plotted.

The calibration curves overlapped perfectly.
Therefore, the conversion percentage was 100 %
and the total chromium determination is
guaranteed.

Accuracy and precision were estimated from
standard solutions prepared with different
concentrations of Cr(III) and Cr(VI). The obtained
values are shown in Table X.

Additionally, it is possible chromium
speciation in water samples. The measurement of
chemiluminescence signal without reduction step
provides Cr(III) concentration. When the reduction
pre-treatment is performed, the total chromium
concentration is calculated, as sum of original
Cr(III) and transformed Cr(VI).
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The effect of interferents in reduction treatment
and measurement step was evaluated studying the
presence of metal ions and common anions in
samples. With this objective, the procedure was
performed to standard solutions described in Table
XI. The presence of Cr(VI) does not modify the
direct determination of Cr(III) when the amount is
lower than 10 mg/L (>200 times normal level).
The cobalt interferes the determination of Cr(III)
and total chromium when EDTA and pH
conditions are uncontrolled. No influence of
Mn(II), Ni(II), Mg(II), Ca(II), Fe(III), Cu(II), Cl-,
Br- and SO4

2- was observed.

CONCLUSIONS
A study of chemiluminescence signal has been

performed for different sample storage procedures.
Moreover a parallel study of selectivity has been
carried out. Calibration models of each storage
protocol have been calculated in order to evaluate
the influence of each storage protocol. Recovery
studies have showed the signal additivity for
different conditions. Selectivity, accuracy and
precision have been also checked using a standard
reference material. Additionally, the influence of a
reduction pre-treatment was also evaluated.

Table IX: Double logarithmic calibration parameters using different reagent
HCl

(mol/L)
Reagents a±sa b±sb syx r2

Cr(III) - HCl (t.p.) Na2CO3 (p.a.) 1.70±0.07 1.06±0.07 0.04 0.990
Cr(VI) 1×10-3 HCl (p.a.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.000±0.004 1.113±0.004 0.02 0.992
Cr(VI) 5×10-3 HCl (p.a.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 1.637±0.019 1.77±0.02 0.03 0.995
Cr(VI) 1×10-3 HCl (t.p.)  NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.17±0.03 1.07±0.03 0.9 0.975
Cr(VI) 5×10-3 HCl (t.p.), NaHCO3 (r.a.) Na2CO3 (p.a.) 2.274±0.009 1.080±0.010 0.015 0.997
Cr(VI) 1×10-3 HCl (t.p.) Na2CO3(p.a.) 1.576±0.012 1.403±0.013 0.02 0.997
Cr(VI) 5×10-3 HCl (t.p.) Na2CO3(p.a.) 1.927±0.008 1.314±0.009 0.014 0.998



Table X: Accuracy and precision in prediction of Cr(VI)-Cr(III) mixtures
Cr HCl (mol/L) RSD % Er

conc (µg/L) 5 10 15 5 10 15
Cr(III) - 17 13 12 0.9 4 1.4
Cr(VI) 1×10 -3 4 3 5 1.3 3 2
Cr(VI) 5×10 -3 3 1.3 2 2 7 5

conc (µg/L) 30 35 50 30 35 50
Total 1×10 -3 6 4 2 0.3 1.2 4
Total 5×10 -3 5 3 1.8 0.4 0.11 1.2

Table XI: Solutions of interferents in Cr(VI)-Cr(III) reduction study
Cr(III) (µg/L) 30 o 50 4-13 7 10 10
Interferente Cr(VI) Co(II) Co(II) Cu(II), Mn(II), Ni(II),

Mg(II), Ca(II), Fe(III)
Cl-, Br-, SO4

2-

Contenido (µg/L) 5-5000 80 50-200 1000 1000

Additionally, the influence of a reduction pre-
treatment was also evaluated.

A guideline for metal determination based on
chemiluminescence signal has been proposed. The
conditioning procedure of samples and standards
should be chosen according to sampling strategy,
analysis objectives (uni or multielement) and
storage needs. Therefore, chemiluminescence
methods by batch and FI modes can be applied for
natural water stored in different conditions
successfully.

When EDTA is present, it is possible the
selective analysis of Cr(III) in natural waters. The
determination of Cr(III) is robust by FI method.
Then, it is possible to use standards prepared in
water for processing of samples stored at different
conditions. When batch mode is chosen, sample
pH must be controlled adding Na2CO3.
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Abstract

Direct standardization (DS) and piecewise direct standardization (PDS) methods are applied to multivariate standardization
of chemiluminescence signals using PLS model as the calibration model.

The linear concentration interval of the chemiluminescence determination was determined. This interval was located using
univariate robust calibration by least median of squares (LMS) method. The linear calibration model was corroborated by
conventional least-squares method.

The standardization subset and window size were optimized by means of the prediction residual error sum of squares.
Several instrumental sources of variability have been studied: the detection cell, instrument, batch versus flow injection (FI)
modes, time and their possible combinations. This study shows the calibration transfer can be employed successfully.

The proposed strategy was used in the chemiluminescence determination of Cr(III), Cr(VI) and total Cr in water samples
by means of a calibration transfer. The obtained results are in agreement with reference method values and known spiked
amounts, and are independent of the standardization factors. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords:Chemiluminescence; Least median of squares method; Chromium

1. Introduction

The transformation of measured responses obtained
from one instrumental situation to another should be
considered to a greater extend in analytical chemistry.
By means of chemometric techniques, multivariate in-
strument standardization solves this calibration trans-
fer problem.

Most of the standardization applications come from
the field of NIR spectroscopy [1,2], but many of the

∗ Corresponding author. Tel.:+34-96-386-4978;
fax: +34-96-386-43-22.
E-mail address:pilar.campins@uv.es (P. Campı́ns-Falćo).

strategies described can also applied in other analytical
fields, such as LC/UV techniques [3], voltammetry [4],
UV–VIS spectroscopy [5]. Instrument standardization
has been used in order to solve the differences between
several situations, such as type of instrument, change
over time or variation between samples.

Additional problems occur in chemiluminescence
analysis. In most reported studies, a laboratory-made
cell positioned near the photodetector is used. Ex-
perimental effort is necessary to guarantee the re-
producibility, especially when the detection cell is
replaced.

The traditional methodology is based on the phys-
ical transportation of the reference instrument to the

0003-2670/01/$ – see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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testing site or the recalibration in the second instru-
mental situation. The direct standardization (DS) and
piecewise direct standardization (PDS) methods are
based on calculating a transformation matrix which
relates a subset of standards or samples measured in
both situations. Then, the calibration model built with
the whole primary calibration set can be applied to
the signals of the new corrected situation. In this way,
the number of standards needed for the regression
is reduced without a loss of quality in the determi-
nations.

In this paper, the linear concentration interval of a
chemiluminescence determination is used. The linear
calibration model is built using robust calibration [6],
by the least median of squares (LMS) method. The
instrumental factors studied for the calibration trans-
fer are: detection cell, instrument, batch versus flow
injection (FI) modes, time and their possible combina-
tions. The DS and PDS methods can be used to trans-
fer the models between detection cells. Also, calibra-
tion transfer over time with an instrument, between
instruments and between FI and batch modes has been
evaluated. To our knowledge, calibration transfer in
chemiluminescence analysis has not been reported.
These issues have been studied for the light emission
produced by luminol oxidation by hydrogen peroxide
in basic aqueous solution catalysed by Cr(III).

Chromium is a common contaminant in natural wa-
ter and wastewater. Anthropogenic activities lead to
chromium accumulation due to the discharge of in-
dustrial wastes into the environment. The toxicity of
chromium depends on its chemical form. Cr(III) is
considered an essential trace element for the proper
functioning of living organisms. On the other hand,
water soluble Cr(VI) is extremely irritating and toxic
to human body tissue owing to its oxidizing potential
and easy permeation of biological membranes.

The chemiluminescence determination uses a flow
injection procedure; the different reagents and the an-
alyte are driven through the flow cell using a peri-
staltic pump and the chemiluminescence intensity is
registered as function of time [7]. The concentration
of Cr(III) can be obtained by direct measurement but
the total concentration of chromium involves a pre-
vious reduction the Cr(VI) to Cr(III) with hydrogen
peroxide in acidic solution [8].

Finally, the concentration of Cr(VI), Cr(III) and
total concentration of chromium was determined in

samples of water containing different amounts of
chromium.

2. Experimental

2.1. Apparatus and reagents

Hitachi F-4500 (Tokyo, Japan) and Jasco FP-750
(Tokyo, Japan) fluorescence spectrophotometers were
used for the measurements. The light emission was
monitored at 425 nm.

The following p.a. or trace pur reagents were used:
Cr(III) nitrate (Panreac, Spain), hydrogen peroxide
(Panreac), luminol (Fluka, Switzerland), sodium car-
bonate (Merk, Germany), sodium hydroxide (Probus,
Spain) and chlorhydric acid (Merk). The solutions
were prepared in water (nanopure, Sybron, Barnstead,
Spain).

For the batch procedure, the chemiluminescence
was measured with a 1 cm pathlength quartz cell and
the Cr(III) solutions were injected through the sep-
tum of the holder module with syringe port and stir-
rer, using a Hamilton digital syringe (Nevada, USA).
For FI assemblies, a Gilson Miniplus peristaltic pump
was used to drive the reactants through the flow cell,
at a flow rate of 15 ml min−1. The loop employed had
200�l internal volume. Tygon tubing (i.d. = 0.8 mm)
was used with the peristaltic pump. Other tubing was
made of PTFE with i.d. = 0.5 mm. The light emission
intensity was recorded as a function of time.

2.2. Procedure

The flow injection assembly is shown in Fig. 1. Lu-
minol and H2O2 streams were first mixed in the flow
system and then mixed with the sample, which was in-
jected in a carrier containing the EDTA solution. The
distance between the last T-junction and the detection
cell was 4 cm.

The chemiluminescence was measured using a fluo-
rescence flow-through cell (cell A) with a 1.5 cm light
path (Hellma, Germany). Other flow cells were inves-
tigated consisting of laboratory-made coiled transpar-
ent poly(tetrafluoroethylene) tubes with 50 cm length
and i.d. = 0.8 mm. In the helix cell (cell B), the tube
was coiled to a support of 1.5 cm length and 7.5 mm
diameter. The dimensions of spiral cell (cell C) were
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Fig. 1. Schematic diagram of the FI assembly used for the determination of Cr(III).

1 cm i.d. and 3 cm o.d. The cell D was a bundle cell
composed of an internal tube in a transparent cell.

The working solutions were as following: EDTA
0.01 mol l−1 in 0.04 mol l−1 KOH, luminol 1.2 ×
10−3 mol l−1 in 0.3 mol l−1 HCO3

−–CO3
2− buffer

solution adjusted to the pH 10.8 and hydrogen perox-
ide 0.1 mol l−1.

For the batch reaction, the reagent solution was pre-
pared in the quartz cell. The reactive concentrations
were 4× 10−4 mol l−1 of luminol, 3.3× 10−2 mol l−1

of hydrogen peroxide, 3.3 × 10−3 mol l−1 of EDTA
and 0.1 mol l−1 of HCO3

−–CO3
2− buffer solution ad-

justed to pH 10.8. The Cr(III) solutions were injected
using a syringe through the septum and the solution
in the cuvette was mixed with a stirrer.

In all cases, the injection volume was 200�l. The
concentration of Cr(III) stock solution was 250 mg l−1.
Calibration solutions contained 0–50�g l−1 of Cr(III).
The registered signal during 7.5 s after the injection
step was processed.

The LMS regression was implemented by using the
program PROGRESS [6]. The standardization rou-
tines available in the PLS-Toolbox for Matlab were
used [9].

3. Results and discussion

3.1. Location of linear interval: univariate robust
calibration

For the 0–50�g l−1 interval, a double logarithmic
relationship between chemiluminescence signal and

the concentration was observed. But at lower levels, a
linear relationship between the analyte signal and the
concentration can be used for the calibration. Robust
calibrations has been described to establish the actual
linear relationship in presence of outliers, for the cal-
culation of the detection limit and for determination of
the calibration linear range [6]. In this section, LMS
has been used to locate the linear range of the calibra-
tion of chromium.

The conventional least-squares method (LS) pro-
vides intercept and slope values, which minimize the
sum of the squares of the residuals. The intercept and
slope values provided by LMS method are those which
minimize the median of the squares of the residu-
als. The main advantage of the LMS regressions is
the property of exact fitting: if at least 50% of the
(x,y) data pairs conform to a linear model, then the
LMS regression coincides with it. The disadvantage is
the probability distribution of LMS estimation is un-
known.

Ortiz et al. [10] have proposed a computational se-
quence for the calibration. The numerical procedure
exploits the ability of LMS regression to detect the
group of aligned experimental data and the optimal
precision and accuracy of the estimations provided by
LS regression.

Using the experimental data pairs (concentration,
peak height), the LMS regression was applied for the
two instruments and the different cells in order to ob-
tain a robust estimation. The standardized residuals
were obtained so as to detect the loss of linearity,
hence determining the linear range. The points whose
standardized residual with respect to the LMS line



388 L.A. Tortajada-Genaro et al. / Analytica Chimica Acta 446 (2001) 385–392

Table 1
Univariate regression parameters from least-squares regression (LS) and least median regression (LMS) for different instrument detection
cells and batch or flow injection modes

Model b a syx R2

Instrument A
Cell A LMS 40.5 53 13 0.999

LS 41.6± 0.9 50± 5 13 0.993
Cell B LMS 48.3 61 18 0.999

LS 48 ± 0.9 59± 5 12 0.995
Cell C LMS 133 −23 82 0.994

LS 129± 3 3 ± 20 60 0.992
Cell D LMS 158 101 46 0.999

LS 160± 2 97 ± 15 44 0.997

Instrument B
Cell A LMS 0.020 0.039 0.03 0.978

LS 0.024± 0.002 0.019± 0.008 0.02 0.964
Cell B LMS 0.213 0.142 0.08 0.999

LS 0.223± 0.005 0.102± 0.026 0.07 0.992
Cell C LMS 0.297 0.154 0.09 0.999

LS 0.290± 0.006 0.174± 0.029 0.08 0.994
Cell D LMS 0.459 0.086 0.17 0.999

LS 0.480± 0.006 0.005± 0.044 0.13 0.997
Batch LMS 0.58 0.21 0.21 0.996

LS 0.59± 0.01 0.11± 0.09 0.20 0.997

was greater than 2.5 in absolute value, were consid-
ered outliers. Finally, the LS regression (outliers ex-
clude) was applied. In Table 1, it is possible to evaluate
the degree of coincidence between the two regression
methods, the quality of the regression, and hence of
the calibration. For all cells tested in two instruments,
the linear interval obtained is from 0 to 10�g l−1. The
batch procedure in the instrument A cannot be assayed
because it does not have sample holder module with
syringe port and stirrer.

3.2. Optimization of transfer parameters

The DS and PDS models have been used to achieve
the calibration transfer. In order to obtain the best re-
sults, the standardization subset and window size have
been optimized. The quality of the calibration trans-
fer has been evaluated using the predicted residual er-
ror sum of squares (PRESS), calculated from the test
samples using PLS model as calibration model.

The search for a suitable standardization set is a
critical step in calibration transfer. Wang et al. [1] pro-
posed the subset should be chosen from the calibration
set based on the leverage values of the samples in the

calibration model. According to Bouveresse and Mas-
sart [11] and Herrero and Ortiz [4], a subset based on
the criteria of a reasonable number of calibration sam-
ples, following a more or less orthogonal design and
sufficiently covering the experimental domain, pro-
vides more robust results.

For different subset sizes, the values of PRESS for
DS and PDS models were obtained when different
samples are included in transfer subset. In Fig. 2, an
example of PRESS contour lines of the response sur-
faces are shown. For different subset sizes, one or more
standard solutions are fixed and two remaining stan-
dards are variable. The size of the region with lower
PRESS value increases with subset size. If the cor-
rect subset is selected, a subset size larger than three
standards will be unnecessary experimental effort and
could cause the model overfitting. This subset with
best results corresponds to standards of different con-
centration levels (low–medium–high). When the sub-
set is selected according proposal design criteria, the
error of prediction is 2–4 times lower than when using
the leverage criteria.

For the PDS method, different window sizes were
tested. The increase of window size of PDS method
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Fig. 2. PRESS contour lines for the response surfaces for calibration transfer between cell C (primary cell) and cell A (secondary cell)
for different subset sizes: (a) 3; (b) 4; and (c) 5. High standard number means a high chromium concentration.

had a slight influence in PRESS value. Then, the win-
dow size selected was 7 to avoid overfitting problems.

3.3. Factors of standardization

The calibration transfers were evaluated in the lin-
ear calibration interval. Firstly, univariate transfer and
direct recalibration with only three standard samples
were evaluated. The results were not robust and pre-
sented high PRESS values. Direct PLS interpolation
or multivariate standardization with the classical cali-

Fig. 3. PRESS values for cell standardization and instrument standardization by the PDS model.

bration model were also applied and unsuitable results
were also obtained, especially when different instru-
ments were considered.

The DS and PDS methods were applied to achieve
standardization using the optimal transfer parameters
and the PLS model for calibration. The first factor
studied was the calibration transfer between detec-
tion cells. The PRESS values of PDS model were
lower than the PRESS values of DS model. In Fig. 3,
the PRESS values obtained with the PDS model
are shown. Two-way analysis of variance (two-way
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Fig. 4. RMSEP values for different standardization factors. The replicate number of calibration transfers (n) and criteria values of prediction
error are included.

ANOVA) applied to the PRESS data showed robust
results independent of whether the detection cell was
used as the primary instrument or the secondary in-
strument. For the factor detection cell as the primary
instrument, the results wereF cal,Inst.A = 0.72 and
F cal,Inst.B = 0.08 while the critical value isF3,9 =
3.863 for a level of significance ofα = 0.05. For the
factor detection cell as in secondary instrument, the
results wereF cal,Inst.A = 3.27 andF cal,Inst.B = 2.18
while the critical value isF3,9 = 3.863 for a level of
significance ofα = 0.05. The PRESS values obtained
for the different transferred calibrations are identical to
the calibration model for the primary instrument with-
out calibration transfer. These PRESS values cannot
be achieved with other factors tested in the calibration
transfer, such as batch or flow injection modes or time.

The root mean squared prediction error (RMSEP)
was calculated from test set samples in order to eval-
uate the quality of the standardization. In Fig. 4, the
RMSEP values were obtained according to the factors
of standardization, such as detection cells, instrument,
batch versus FI or time. The criteria values were cal-
culated including 5, 10 or 15% of the bias error for
each concentration.

The RMSEP values obtained for calibration transfer
between different detection cells, between both instru-

ments and combination of both factors are less than
10%.

The time-factor is an important factor in the stan-
dardization. A calibration transfer in time leads to er-
rors higher than 10% for the prediction set, as seen
in Fig. 4. Similar values were obtained for the combi-

Fig. 5. Chemiluminescence time profiles of 10�g l−1 standard of
Cr(III) obtained by batch and flow injection modes.
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Table 2
Concentration (�g l−1) and recoveries of Cr forms in water samples by reference and by calibration transfer considering several experimental
factorsa

Reference method Calibration transfer factor

Time Time-cell Time-instrument Time-cell-instrument

Sample Cr(III) 1.5± 0.3b 1.5 ± 0.6 1.4± 0.4 1.5± 0.4 1.5± 0.4
Cr(VI) 0.2 ± 0.3 0.2± 0.6c 0.2 ± 0.5c 0.1 ± 0.5c 0.1 ± 0.5c

Total Cr 1.7± 0.2 1.6± 0.3 1.7± 0.3 1.6± 0.2 1.6± 0.4

Spiked sample Cr(III) 3.2± 0.3b 3.8 ± 0.5 3.7± 0.4 3.9± 0.4 3.8± 0.3
2.5�g l−1 Cr(III) Cr(VI) 2.9 ± 0.3 1.8± 0.8c 1.9 ± 0.6c 1.6 ± 0.7c 1.6 ± 0.6c

2.5�g l−1 Cr(VI) Total Cr 6.1± 0.4 5.6± 0.6 5.6± 0.4 5.4± 0.6 5.4± 0.5

Percent recovery Cr(III) 63± 17 91± 31 90± 21 92± 20 93± 18
Cr(VI) 110 ± 17 68± 35 66± 29 60± 31 60± 31
Total Cr 88± 9 80 ± 13 78± 10 76± 13 76± 11

a Number of replicates= 3.
b Obtained by difference between total Cr and Cr(VI).
c Obtained by difference between total Cr and Cr(III).

nation of the time factor with the cell, instrument or
both factors.

The batch versus flow injection standardization sup-
poses a sample or standard is measured using a batch
assembly and the calibration is realized using a FI
assembly, or vice versa. The chemiluminescence sig-
nals obtained are different. Batch measurements give
asymmetric peaks that can be described as a rapid in-
crease in light intensity and a slow decay while the FI
assembly provides a skewed peak, as can be seen in
Fig. 5. A good calibration transfer was obtained using
DS model or PDS model with a large window size, as
shown in Fig. 4. Therefore, the calibration transfer be-
tween chemiluminescence signals obtained for a batch
procedure and a flow injection procedure is possible
and provides acceptable standard errors of prediction.

3.4. Application: water sample determination

The calibration transfer methods were applied for Cr
determination in water samples containing the analyte
at different concentrations. The samples of tap water
were taken in the Valencia area.

The chemiluminescence method was employed for
the determination of Cr(III) by direct measurement and
for the determination of total Cr by previous reduction.
Cr(VI) was estimated by difference. For calibration
transfer, three standard solutions at different concen-
tration levels (low-medium-high) were also measured.

The results were compared with values obtained by
reference method. The reference method involves re-
action with diphenylcarbazide in acidic solution [12].
In this method, the Cr(VI) concentration is obtained by
direct measurement and the total concentration by pre-
vious oxidation and the Cr(III) by difference. Table 2
shows the results obtained for Cr(III), Cr(VI) and to-
tal Cr concentration and recoveries obtained for the
spiked samples. As can be seen, in all cases the re-
sults are in agreement with the reference values and
the known amounts spiked, independent of the stan-
dardization factors.

A linear regression between the concentration deter-
mined by the reference method and the concentration
by calibration transfer method was obtained. The 95%
confidence intervals of the slope (b ± tsb) for the dif-
ferent studied transfer factors were: 0.9 ± 0.4 (time),
0.9± 0.4 (time-cell), 0.9± 0.5 (time-instrument) and
0.9± 0.4 (time-cell-instrument). The 95% confidence
intervals of the intercept (a ± tsa) were:−0.0 ± 1.2,
0.0± 1.1, −0.0± 1.4 and 0.0± 1.4, respectively. The
value of unity was included in the confidence interval
of the slope and zero was included in the confidence
interval of the intercept.

4. Conclusions

The proposed strategy consists in the chemilumi-
nescence determination of Cr(III), Cr(VI) and total Cr
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in water samples using calibration transfer methods.
The useful concentration interval has been located by
robust calibration method using a linear regression
model. The optimization of transfer parameters has
provided good prediction errors for chemilumines-
cence determinations.

The calibration transfer methods are affected dif-
ferently for different factors. Our study shows that
direct PLS method or multivariate standardization
with the classical calibration model provides unsuit-
able results but the piecewise direct standardization
and direct standardization can be employed success-
fully, using PLS as the calibration model. Calibration
transfer has been demonstrated under different in-
strumental conditions. A change of detection cell,
instrument or both factors can be standardized with
an error less than 10% and time change with an
error inferior to 15%. Even, standardization be-
tween batch and FIA signals is achieved with low
errors.

The principal advantage of this strategy is the
reduction in the experimental effort with regard to
use of the reference method or by complete recali-
bration. This practical need is particularly important
in control analyses, such as water quality test. The
relative errors and recovery percentages obtained
for water samples are comparable to the reference
method.
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Abstract

Multivariate calibration is tested as an alternative to model chromium(III) concentration versus chemiluminescence registers
obtained from luminol-hydrogen peroxide reaction. The multivariate calibration approaches included have been: conventional
linear methods (principal component regression (PCR) and partial least squares (PLS)), nonlinear methods (nonlinear variants
and variants of locally weighted regression) and linear methods combined with variable selection performed in the original
or in the transformed data (stepwise multiple linear regression procedure). Both the direct and inverse univariate approaches
have been also tested.

The use of a double logarithmic transformation previous to the linear regression has been also evaluated. A new double
logarithmic transformation previous to the linear regression is proposed in order to avoid the effect of the noise in the calibration
model. Pre-processing, optimization and prediction ability of the multivariate calibration models has been studied at nine
different experimental conditions including batch and FIA measurements. Box-plots, PCA and cluster analysis have been
employed to test the prediction ability of the different models tested. Nonlinear PCR and nonlinear PLS provide the best
results. Real samples have been analyzed and compared with the reference method. The results confirm the successful use of
the proposed methodology. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords:Univariate and multivariate nonlinear calibration; Chemiluminescence; Chromium determination; Luminol-hydrogen peroxide
reaction

1. Introduction

In some chemiluminescence analysis, the relation-
ship between the concentration and the signal is non-
linear. Univariate calibration with transformed data,
such as double logarithm transformation or nonlinear

∗ Corresponding author. Tel.:+34-96-398-3002;
fax: +34-96-386-4436.
E-mail address:pilar.campins@uv.es (P. Campı́ns-Falćo).

equations, is the most widely used strategy [1–5].
However, multivariate calibration for nonlinear data
has not yet been proposed in chemiluminescence area.
This option can give more information that the use of
univariate data improving the results obtained from
the calibration model.

The univariate calibration can be obtained by using
direct or inverse ways. Classical or direct calibra-
tion refers to the regression of the responses on the
concentrations, whereas inverse calibration signifies

0003-2670/01/$ – see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PII: S0003-2670(01)01371-X
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regressing the concentrations on the responses. In
recent papers, it has been demonstrated that inverse
calibration can be expected to predict better than
classical calibration [6,7].

The multivariate calibration step in presence of
nonlinearities involves using different strategies, al-
though inverse approach is preferred [8–12]. Multi-
variate linear calibration methods can model partly
these nonlinearities using a large number of factors.
The main limitation is the inclusion of irrelevant
sources of variance in the model. The data trans-
formation, such as pre-processing, introduction of
nonlinear terms of the original variables or logarith-
mic transformation, permits the application of linear
models. Last alternatives are the local or nonlinear
calibration techniques. Nonlinear methods are more
prone to overfitting than linear ones. The model se-
lection criterion is difficult to establish and it depends
on the particular type of calibration data.

In a previous paper, we studied the chromium
chemiluminescence determination in water samples
using a multivariate linear calibration model only in
the linear concentration interval [13]. A light emission
is produced by luminol oxidation by hydrogen per-
oxide in basic aqueous solution catalyzed by Cr(III).
The total concentration of chromium involves a previ-
ous reduction of the Cr(VI) to Cr(III) with hydrogen
peroxide in acidic solution [14,15].

In this study, univariate and multivariate methods
are compared. The multivariate calibration model is
for the first time proposed for describing the nonlinear
relation between the analyte concentration and chemi-
luminescence signal.

The univariate study uses classical or direct cali-
bration and inverse calibration for double logarithm
regressions (log-d and log-i) and polynomial regres-
sions (pol-d and pol-i).

The multivariate calibration approaches included
are: conventional linear methods (principal compo-
nent regression (PCR) and partial least squares (PLS))
[8], nonlinear methods (nonlinear variants of PCR
and PLS (NL-PCR, NL-PLS and S-PLS) [16–20] and
variants of locally weighted regression (LWR0 and
LWR2) [21,22]) and linear methods combined with
variable selection performed in the original or in the
transformed data (stepwise multiple linear regression
procedure (step-X, step-XX2 and step-logX)) [9]. In
all cases, an optimization of the parameters that in-

fluence the predictive ability of the model has been
performed.

The use of a double logarithmic transformations
previous a linear regression (PCR and PLS variants
(log 1-PCR and log 1-PLS)) [23] have been also eval-
uated. A new double logarithmic transformation pre-
vious linear regression (log 2-PCR and log 2-PLS) is
proposed in order to avoid the effect of the noise in
the calibration model.

The methods were compared using the calibration
error and the prediction error. A cluster analysis is also
proposed to detect similarities in the prediction abili-
ties of the studied calibration methods. The methods
were applied in the determination of chromium in wa-
ter samples.

2. Theoretical background

The calibration is based on modeling concentrations
of the constituents on responses. Although univariate
and multivariate calibration methods have been exten-
sively described elsewhere, a brief description of ap-
plied calibration methods is given below.

A bold upper-case letter (X) denotes a matrix, a
bold lower-case letter (x) a column vector and an italic
lower-case letter (h) a scalar. The hat symbol(ˆ) de-
notes a predicted characteristic,XT (or xT) refers the
matrix (or vector) transpose andX+ is the pseudoin-
verse matrix ofX.

2.1. Univariate methods

Classical or direct approach and inverse approach
are the two ways to build the model that relates the
measurements (x) and the concentrations (y). The di-
rect way is to regress the measurements on the con-
centrations:x = f (y), meanwhile the inverse isy =
f (x).

Double logarithmic regression involves a pre-
processing where the logarithm of each elementxi

andyi is taken. The direct way model (log-d) is writ-
ten as logx = b0 + b1 logy, and the indirect model
(log-i) is written as logy = b∗

0 + b∗
1 logx.

Polynomial regression involves a quadratic model.
The direct way model (pol-d) is written asx = b0 +
b1y + b2y2 and the indirect model (pol-i) is written as
y = b∗

0 + b∗
1x + b∗

2x2.



L.A. Tortajada-Genaro et al. / Analytica Chimica Acta 450 (2001) 155–173 157

Then, the model is built by ordinary least squares
regression using pre-processing data. For double log-
arithmic regression, logarithm ofx and y values are
used and for polynomial regression, quadratic terms
of x or y values are included.

2.2. Principal component regression (PCR)

PCR decomposes the experimental matrix of re-
sponses (X) of the calibration set as follows:X =
TPT +E, whereT is the scores matrix,PT the loading
matrix andE is the residual error matrix. The concen-
tration vector (y) is related using the expressionŷ =
Tb+E, whereb is the matrix of regression coefficients
which is resolved by using a least-squares procedure.

2.3. Partial least squares regression (PLS)

The PLS algorithm takes into account the informa-
tion of responses and concentrations simultaneously.
The decomposition is:X = tpT+Ex andy = uqT+Ey,
wheret andp are the scores and loading vectors associ-
ated with the response,u andq the scores and loading
vectors associated with the concentration matrix and
Ex andEy are the respective residual matrices. In the
linear model, the scores vectors are related asu = bt+
h, whereh denotes residuals. The relationship between
scores and concentrations is obtained fromŷ = tqTb+
e, whereb is the vector of the regression coefficients.

The set of predictors (X) and the set of responses (y)
can correspond with the original data matrix or incor-
porate nonlinear transformation as double logarithmic
pre-processing.

2.4. Nonlinear variants of PCR and PLS

The nonlinear PCR (NL-PCR) consists of incorpo-
rating nonlinear transforms of the original variables
into the data matrixX, e.g. NL-PCR with two-order
corresponds to the addition of the squared original
variables. Afterwards, the ordinary PCR is performed
on the extendedX matrix: [XX2] = TPT + E.

The nonlinear PLS (NL-PLS) and spline-PLS
(S-PLS) are example of methods where a non-
linear inner relation is included in the algorithm.
The modification is located in the relationship be-
tween scores vectors beingu = f (t) + h. While

NL-PLS applies smoothers to model the inner re-
lationship, S-PLS uses non-adaptive bivariate re-
gression splines to achieve the same. NL-PLS with
two-order corresponds with a quadratic polynomial:
u = c0 + c1t + c2t2 + h. S-PLS with two-order corre-
spondsu = b0+b1t+b2t2+∑

j bj+2(t−zj )
3+, where

(t − zj )
3+ = 0 if t < zj , andzj are the coordinates of

the j-knots of the spline.

2.5. Locally weighted regression

The method is based on the assumption that a
continuous and smooth nonlinear function can be
locally approximated with piecewise linear func-
tions. The basic steps for each sample are: (1) select
N-calibration samples, that are the closest to the
prediction sample by measuring their distances; (2)
perform a weighted linear PCR based on the previ-
ously selectedN-calibration samples; (3) predict the
constituent in the prediction sample.

The weight function is defined as

wi(xp) =
[

1 −
(

ρ(xp, xi )

d(xp)

)3
]3

if 0 ≤ ρ(xp, xi )

d(xp)
≤ 1; wi(xp) = 0 otherwise

wherewi(xp) is the associated weight with theith cal-
ibration sample for the prediction of samplep, ρ(xp,
xi) the distance between the prediction samplep and
the ith calibration sample andd(xp, xi) is the largest
ρ(xp, xi) over theN-samples in the local calibration.

In the LWR0 method, the Mahalanobis dis-
tance in PC space is defined asρ(xp, xi ) =
[(xi − xp)TX(M)+(xi − xp)]1/2, whereX(M) is the
covariance matrix of the complete data set withM
principal components.

In the LWR2 method, the distance measure is a
weighted average between Mahalanobis distance in
the spectral space and the distance in the chemical
space:ρ(xp, xi ) = αρ(yp,i) + (1− α)ρ(Xp,i), where
α is weighting coefficient,ρ(yp,i) the distance in the
chemical space andρ(Xp,i) is the Mahalanobis dis-
tance in the spectral space as LWR0 method. Notice
that LWR0 is a special case of LWR2 withα = 0. The
ρ(yp,i) value is obtained as iterative procedure until
convergence. The initial estimates are obtained by the
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PCR method.

ρ(yp,i) = |yi − yp(PCR)|∑N
i=1ρ(yp,i)

, ŷ = Tb + e

2.6. Stepwise multiple linear regression
(stepwise-MLR)

The method is based on the selection of a small
subset of variables from the set of predictors (X). The
procedure starts with the selection of the variable (xj )
that is most correlated with the concentration (y). The
univariate regression model is built and the obtained
regression coefficient (bj ) is tested for significance by
using at-test. The selection is repeated until no sig-
nificant improvement of the model fit can be achieved
by including more variables and all regression terms
already involved are significant.

The set of predictors (X) can correspond with
the original data matrix (step-X), incorporate non-
linear terms as squared original variables (step-XX2)
or using nonlinear transformation as logarithmic
pre-processing (step-logX).

2.7. L-PCR and L-PLS with logarithmic
pre-processing

Logarithmic column centering, row centering or
both were proposed as methods of pre-processing for
principal components analysis (PCA). The logarithm
of each elementxij is taken, followed by column
centering, row centering or both. All the data must be
positive. The transformation iszij = log(xij )−mj , be-
ing zij the transformed data andmj the corresponding
logarithm column mean.

In this study, this logarithmic transformation is ap-
plied to X and y data. This pre-processing permits
to use linear calibration methods with nonlinear data.
The variants studied have been PCR (log 1-PCR) and
PLS regression (log 1-PLS).

We propose other transformation useful for unicom-
ponent calibration only. The logarithm of each element
xij is taken, corrected by a coefficient and centered by
columns. The coefficient is the quotient between the
mean of calibration original data and the maximum of
this value:τj=((1/n)

∑n
i=1xij )/max((1/n)

∑n
i=1xij ).

The transformation is:zij = log(xij )τj −mτj , being
mτj the corresponding corrected logarithmic column

mean. The variants are PCR (log 2-PCR) and PLS re-
gression (log 2-PLS).

3. Experimental

3.1. Apparatus and reagents

A Hitachi F-4500 (Tokyo, Japan) and a Jasco
FP-750 (Tokyo) fluorescence spectrophotometers
were used for measuring. The light emission was
monitored at 425 nm.

The following p.a. or trace pure reagents were
used: chromium(III) nitrate (Panreac, Spain), hydro-
gen peroxide (Panreac), luminol (Fluka, Switzerland),
sodium carbonate (Merk, Germany), sodium hydrox-
ide (Probus, Spain) and hydrochloric acid (Merk). The
solutions were prepared in water (nanopure, Sybron,
Barnstead, Spain).

For FI assemblies, a Gilson Miniplus peristaltic
pump was used to drive the reactants through the flow
cell, at a flow rate of 15 ml min−1. The loop employed
had a 200�l internal volume. Tygon tubing (i.d. =
0.8 mm) was used with the peristaltic pump. Other tub-
ing was made of PTFE with i.d. = 0.5 mm. The light
emission intensity was recorded as a function of time.
For the batch procedure, the chemiluminescence was
measured with 1 cm path-length quartz cell and the
chromium(III) solutions were injected using a Hamil-
ton digital syringe (Nevada, USA).

3.2. Procedure

3.2.1. FI procedure
Luminol and H2O2 streams were first mixed in the

flow injection system and then mixed with the sample,
which was injected in a carrier containing the EDTA
solution. The distance between the lastT-junction and
the detection cell was 4 cm.

The chemiluminescence was registered using a
fluorescence flow-through cell with 1.5 cm light path
(Hellma, Germany). Other detection systems were
studied using different cells, which consisted of
laboratory-made coiled transparent poly(tetrafluoro-
ethylene) tubes with 50 cm length and i.d. = 0.8 mm.
In the helix cell, the tube was coiled to a support of
1.5 cm length and 7.5 mm diameter. The dimensions
of a spiral cell were 1 cm internal diameter and 3 cm
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external diameter. A bundle cell (1.5 cm×1 cm×1 cm)
was placed in a plastic cell.

The working solutions were as following: EDTA
0.01 mol l−1 in 0.04 mol l−1 KOH, luminol 1.2 ×
10−3 mol l−1 in 0.3 mol l−1 HCO−

3 –CO2−
3 buffer so-

lution to adjust the pH to 10.8 and hydrogen peroxide
0.1 mol l−1.

3.2.2. Batch procedure
For the batch assembly, the reagent solution was

prepared in the quartz cell. The reactive concentrations
were 4× 10−4 mol l−1 of luminol, 3.3× 10−2 mol l−1

of hydrogen peroxide, 3.3 × 10−3 mol l−1 of EDTA
and 0.1 mol l−1 of HCO−

3 –CO2−
3 buffer solution to

adjust the pH to 10.8. The chromium(III) solutions
were injected using a syringe throughout the septum
and the solution in the cuvette was mixed with a stirrer.

In all cases, the injection volume was 200�l.
The concentration of chromium(III) standard solu-
tion was 250 mg l−1. Calibration solutions contained
0–50�g l−1 of chromium(III). The registered signal
during 7.5 s after the injection step was processed. The
samples of tap water were taken in Valencia city area.
The samples were filtrated through 0.45�m mem-
brane filter and acidified with nitric acid to pH< 2.

For all calculations, Matlab for Windows (Math
Works, Natick, MA) was used, some multivariate
methods were carried out with modified routines of
the PLS-Toolbox (Eigenvector Research, Manson,
WA).

4. Results and discussion

For the 0–50�g l−1 of chromium interval, the re-
lationship between chemiluminescence signal and
the concentration is nonlinear. Different multivariate
calibration techniques have been examined for the
evaluation of the predictive abilities of chromium
concentration for the entire interval. The parameters
of each method have been also optimized.

The regression methods were tested using data ob-
tained at nine different experimental conditions. In
the Hitachi F-4500 fluorescence spectrophotometer
(instrument A), the standard solutions were measured
with FI procedure with four detection cells (flow-
through, helix, spiral and bundle cell). In the Jasco
FP-750 (instrument B), the solutions were measured

with FI procedure with the same four detection cells.
Besides, for this last instrument, a sample holder
module with syringe port and stirrer was available and
the solutions were measured with the batch mode.

4.1. Univariate calibration models

The models were built by ordinary least squares
regression using pre-processed data. For double log-
arithmic regression (log-d and log-i), logarithm ofx
andy values were used and for polynomial regression
(pol-d and pol-i), quadratic terms ofx or y values were
included.

In Table 1, the coefficients of the models for the
nine experimental situations are presented. TheR2 co-
efficients and standard errors of the regression are also
included. Good models are obtained in all cases.

4.2. Pre-processing and optimization of the
multivariate calibration models

The effect of different pre-processing methods
[23,24] was tested for linear and nonlinear models,
locally weighted regressions and stepwise multi-
ple linear regression procedure. The pre-processing
methods were: no transformation (zij = xij , being
zij the transformed data), column centering (zij =
xij − mj , beingmj the corresponding column mean)
and standardization(zij = (xij − mj)/δj , being δj

the corresponding column standard deviation). Fig. 1
shown the chemiluminescence time registers with
no transformation, the corresponding column cen-
tered registers and standardized registers for batch
assembly.

The logarithmic transformation and corrected log-
arithmic transformation (see L-PCR and L-PLS with
logarithmic pre-processing in Section 2), and the cor-
responding column centered data, were also studied.
In Fig. 2, the effect of these transformations is shown
for batch assembly data. Although the logarithm is
a common transformation of nonlinear data to linear
data, the difference between variables is reduced. The
influence of large values is reduced and that corre-
sponding to the smallest ones is enhanced. It can be
seen that almost parallel registers for transformed and
centered data are obtained. In this situation the effect
of the variables with the higher noise–signal ratio is
enhanced. The corrected logarithm compensates this
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Fig. 1. (a) Chemiluminescence time registers for batch assembly; (b) column centered registers and (c) column standardized registers.

effect because the influence of each variable is related
with the original data.

The pre-processing method was chosen according
to the lowest prediction residual error sum of squares
(PRESS) for each calibration model. The selected
pre-processing method for each regression model can
be seen in Table 2. The best option is the centering of
the data in all cases.

The complexity of the conventional linear models
(L-PCR and L-PLS) was also selected by PRESS
value criteria. Different cross-validation procedures
(venetian blind method, leave-one-out, contiguous
data blocks, random data blocks) and the random-
ization test [25] were employed. For L-PLS models,
some cross-validation procedures provided more than
two factors. However, models with too many factors
overfitted the calibration data and contained a signif-
icant amount of irrelevant information only related
to noise, as confirmed randomization test. The linear
techniques needed two factors to model the chemical

component and the nonlinearity of the chemilumines-
cence data (see Table 2).

For nonlinear models and locally weighted regres-
sions, a complexity equal to one is obtained by leave-
one-out cross-validation procedure and by the
randomization test. The nonlinear variants only needed
one factor, as it is given in Table 2. The polynomial
order of NL-PCR, NL-PLS and S-PLS was selected
equal to two by the randomization test. Two knots
were selected in the S-PLS method. The number of
calibration standards in locally weighted regressions
(LWR0 and LWR2) was four andα = 0.4 for LWR2
method.

The number of selected variables for stepwise mul-
tiple linear regression procedures (stepwise-MLR-X,
stepwise-MLR-XX2 and stepwise-MLR-logX) chan-
ged from two to five, depending on the experimen-
tal procedure. The selected variables corresponded to
maximum region, but variables with high noise–signal
ratio were also selected.
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Fig. 2. (a) Logarithm transformed registers; (b) logarithm transformed and column centered registers; (c) corrected logarithm transformed
registers and (d) corrected logarithm transformed and column centered registers.

Table 2
Optimized multivariate calibration modelsa

Regression method Pre-processing Variables selected Other model parameters

L-PCR Column centering pc= 2
L-PLS Column centering lv= 2

NL-PCR XX2 transformationcolumn centering pc= 1
NL-PLS Column centering lv= 1 Polynomial order= 2
SPLS Column centering lv= 1 Polynomial order= 2, knots= 2

LWR0 Column centering lv= 1 Local points= 4
LWR2 Column centering lv= 1 Local points= 4, α = 0.4

Step-X Column centering 2–5 variables
Step-XX2 XX2 transformation column centering 2–5 variables
Step-logX Logarithmic transformation column centering 2–5 variables

log 1-PCR Logarithmic transformation column centering pc= 1
log 1-PLS Logarithmic transformation column centering lv= 1
log 2-PCR Transformed logarithmic transformation column centering pc= 1
log 2-PLS Transformed logarithmic transformation column centering lv= 1

a Variables: pc, principal components; lv, latent variable.



L.A. Tortajada-Genaro et al. / Analytica Chimica Acta 450 (2001) 155–173 163

Fig. 3. Comparison of different logarithm transformation as pre-processing methods: (a)X-loadings plots for log 1-PLS and log 2-PLS
models with batch assembly; (b) real vs. predicted plots for logy data using log 1-PLS and log 2-PLS models and (c) real vs. predicted
plots for y data using log 1-PLS and log 2-PLS models.

The conventional linear models were obtained with
both double logarithmic transformed data (log 1-PCR,
log 1-PLS, log 2-PCR and log 2-PLS). A complexity
equal to one was selected by cross-validation proce-
dures and by the randomization test. TheX-loading
plot obtained for log 1-PLS and log 2-PLS is shown
in Fig. 3a. The contribution in the calibration model
is similar for all variables for log 1-PLS, although it
is slightly higher for variables with high noise–signal
ratio. However, the contribution of variables in
log 2-PLS model is related with the original data. The
variables with lower noise–signal ratio have more
contribution to the model than higher ones. The result
is a best prediction in the calibration set and in the
prediction set, as can be seen in Fig. 3b and c. The dis-
advantage of logarithmic transformation as previous
step is that low prediction errors in double logarithm

linear calibration are high prediction errors in the final
concentration, according to the error propagation law.

The same optimized values for the calibration
models given in Table 2 were obtained for the nine
different experimental conditions. Four were obtained
from the Hitachi instrument by flow injection and five
from Jasco instrument, four by flow injection mode
and the last one by batch mode.

4.3. Prediction ability of the calibration models

The root mean squared error (RMSE) was consid-
ered as a measure of the prediction ability of these
calibration models, being RMSE= (PRESS/nt)

1/2,
where nt indicates the number of tested samples.
RMSE was calculated for calibration samples (RM-
SEC) and for prediction samples (RMSEP).
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The models were built using all standards as cal-
ibration samples (RMSEC1) and were evaluated by
leave-one-out cross-validation (RMSEP1), where only
one sample at a time is kept out of the calibration. In
the validation step, each sample is predicted with the
model built with the rest of samples. Test set valida-
tion was also used when the global data set is divided
in two subsets that are used as calibration set (RM-
SEC2) and test set (RMSEP2).

The robustness of the models can be checked by
the similarity between calibration errors and valida-
tion errors and between both ways of validation. If
the calibration model overfit the calibration data, a
big difference between calibration and validation er-
rors is observed, specially when different samples are
included in calibration and validation subsets.

A Kolmogorov–Smirnov test [9] was applied in
order to evaluate if the results obtained for the nine
experimental conditions follow a normal distribution
for each calibration model tested. This test is based
on obtaining the difference between data distribution
and normal distribution and comparison with a crit-
ical value. In all cases, the maximum difference was
smaller than the critical value atn = 9 andα = 0.05
(D = 0.274). The results can be considered to be nor-
mally distributed and can be described by the mean
and the standard deviation.

A one-way analysis of variance was applied to
compare the prediction error means of the different
calibration methods. Previously, the homogeneity of
variance was evaluated by Cochran’s criterion. In all
cases, the Cochran’s value is smaller than the critical
value (G0.05,18,8 = 0.16). TheF-values obtained were
8.73 (RMSEC1), 7.61 (RMSEP1), 12.6 (RMSEC2)
and 8.23 (RMSEP2). Then, the difference between the
prediction errors of the different calibration models
was significant (F0.05,17,135 = 1.88).

Box-plots of these error values for the nine different
experimental conditions and criteria values are plotted
in Fig. 4. The criteria values calculated including 2.5,
5 and 10% of positive or negative bias error for each
concentration are 0.53, 1.06 and 2.12, respectively.

The best calibration models are NL-PCR, NL-PLS
and S-PLS, as can be seen in Fig. 4. According to
the results these methods provide similar prediction
values with a prediction error inferior to 5% and
low dispersion and similar results for RMSEC1 and
RMSEC2 and RMSEP1 and RMSEP2. However, the

calculation time of S-PLS regression is superior to
NL-PCR and NL-PLS regressions. Although good re-
sults for RMSEC1 and RMSEC2 were obtained from
LWR0, LWR2, step-X and step-XX2, RMSEP1 and
RMSEP2 were worse. The worse prediction models
were obtained with logarithm transformed methods.
The corrected logarithmic transformation provides
better prediction ability than non-corrected logarith-
mic transformation.

Univariate calibration also provides suitable results,
as can be seen in Fig. 4 although they are worse than
the ones of NL-PCR, NL-PLS or S-PLS. Moreover,
there are differences between direct or inverse univari-
ate calibration. Inverse calibration is better for pre-
diction, nevertheless the precision is worse than that
obtained with multivariate calibration.

In order to obtain a better comparison and classifica-
tion of the regression methods, a PCA and aK-means
cluster analysis procedure were obtained [9]. The ob-
jects are the regression methods and the variable space
is defining by RMSEP values for the different calibra-
tion at different experimental conditions.

PCA has been applied in inter-comparison stud-
ies where a sample is analyzed by different methods
and/or laboratories. In these cases, the PCA shows the
possible discrepancies or trends in the predicted con-
centration. In this study, the prediction ability of the
calibration method is studied.

In Fig. 5a and b, the score plots on the PCA1–
PCA2–PCA3 space obtained from the RMSEP val-
ues obtaining by leave-one-out cross-validation and by
test cross-validation are presented, respectively. The
grouping is based on the family method: univariate
logarithm methods, univariate polynomial methods,
nonlinear methods, locally regression methods, linear
and stepwise selection methods and logarithm trans-
formation methods. The variants with non-corrected
logarithm pre-processing (log 1-PCR and log 1-PLS),
which are the worst methods, have the higher projec-
tion on the PCA1. In contrast, the more accurate meth-
ods, such as nonlinear methods have small projections
on the principal components space.

Clustering analysis detects similarities between
objects considering the distance between them. This
method is based on nearest centroid sorting, where
an object is assigned to the cluster with the smallest
distance between it and the center of the cluster. In
this study, the methods with similar prediction ability
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Fig. 5. Score plot for the RMSEP values obtaining by (a) leave-one-out cross-validation:X-explained variance PCA1, 56.4%; PCA2,
31.8%; PCA3, 5.0% and (b) test cross-validation:X-explained variance PCA1, 57.2%; PCA2, 29.2%; PCA3, 12.7%.

in the different calibration situations are joined in the
dendrogram for low distances.

In Fig. 6a and b, dendrograms for the RMSEP val-
ues obtaining by leave-one-out cross-validation and
by test cross-validation are presented, respectively.
Considering NL-PLS as the reference method, be-
cause it provides the lowest prediction error, the order
of connection to the cluster can be considered as
prediction ability order. The order is approximately:
nonlinear methods, locally regression methods, linear
and stepwise selection methods and finally logarithm
transformation methods. The PCR and PLS variants
of all the regression methods tested have similar

prediction error and these methods are joined in the
dendrograms plots. Another pair of methods that are
closely related in these plots are LWR2 and S-PLS.
A possible reason is that both methods perform a
weighted calibration based on distances between
sample and the calibration points. Otherwise, the
small differences between robustness of methods are
emphasized with cluster analysis.

Therefore, the PCA and cluster analysis are simple
strategies for the comparison of methods providing
easy interpretation of the results. The aim of these
analyses is a useful qualitative interpretation for data
obtained at several calibration conditions and methods.
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Fig. 6. Dendrogram for the RMSEP values obtaining by (a) leave-one-out cross-validation; (b) test cross-validation.

Fig. 7. Madel’sh-statistic (a) andk-statistic (b) for the Cr(III) and total Cr concentrations obtained by NL-PLS as calibration method for
experimental conditions. Number of samples 8 with three replicates.
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Table 4
Prediction of water samples: comparison parameters between proposed method and reference and recoveries obtained for the spiked amounta

RMSEP Predicted vs. reference Percent of
recovery sample 1

Percent of
recovery sample 2

Intercept Slope R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

Instrument A
Flow-through cell 0.89 −0.1 ± 0.9 1.02± 0.06 0.9969 0.9 83± 9 87 ± 8 101± 2 99 ± 3
Helix cell 0.85 −0.4 ± 0.7 0.99± 0.04 0.998 0.7 80± 18 87± 10 84± 4 100± 1
Spiral cell 0.81 −0.2 ± 0.3 1.01± 0.02 0.9996 0.3 73± 16 79± 17 93± 2 99 ± 6
Bundle cell 1.02 0.5± 0.3 0.96± 0.02 0.9997 0.2 72± 4 92 ± 19 90± 12 93± 4

Instrument B
Flow-through cell 0.66 0.0± 0.5 1.00± 0.03 0.9992 0.4 78± 30 90± 3 89 ± 1 98 ± 4
Helix cell 1.07 0.3± 0.5 0.95± 0.03 0.999 0.5 79± 16 94± 14 90± 4 92 ± 5
Spiral cell 1.35 0.4± 0.4 0.91± 0.02 0.9994 0.4 89± 22 85± 15 – 89± 6
Bundle cell 0.94 0.2± 0.6 0.94± 0.04 0.9983 0.6 78± 22 87± 5 82 ± 3 93 ± 1

Batch procedure 1.31 0.6± 1.7 1.0± 0.2 0.9882 2.4 – – 108± 8 92 ± 3

a Number of samples replicates 3.

Table 5
Prediction of water samples: Cr(III) and total Cr concentration (�g l−1) obtained using bundle cell in instrument A for the different
regression methodsa

Sample 1 Spiked sample 1 Sample 2 Spiked sample 2

Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

Reference method 1.5± 0.3 1.7± 0.2 3.2± 0.3 6.1± 0.4 1.8± 0.3 1.6± 0.4 20.2± 0.2 40.8± 0.9

Univariate
log-d 1.5± 0.4 1.7± 0.3 3.5± 0.5 5.8± 1.0 1.6± 0.4 1.6± 0.5 21± 2 43 ± 3
log-i 1.6 ± 0.4 1.7± 0.3 3.6± 0.6 5.8± 1.0 1.7± 0.4 1.7± 0.5 20± 3 42 ± 3
pol-d 1.4± 0.5 1.6± 0.4 3.5± 0.6 5.7± 1.0 1.6± 0.4 1.5± 0.6 20± 2 40 ± 2
pol-i 1.4 ± 0.4 1.6± 0.4 3.5± 0.6 5.7± 1.0 1.7± 0.4 1.6± 0.6 20± 3 39 ± 2

Linear
L-PCR 1.4± 0.4 1.6± 0.4 3.4± 0.4 5.7± 1.1 1.6± 0.6 1.9± 0.5 20± 1 41 ± 4
L-PLS 1.5± 0.4 1.6± 0.4 3.4± 0.4 5.6± 1.1 1.7± 0.7 1.7± 0.6 20± 2 39 ± 4

Nonlinear
NL-PCR 1.4± 0.4 1.6± 0.4 3.4± 0.4 5.7± 1.1 1.6± 0.4 1.7± 0.6 20± 2 40 ± 2
NL-PLS 1.4± 0.4 1.6± 0.4 3.4± 0.4 5.7± 1.1 1.6± 0.4 1.7± 0.6 20± 2 40 ± 2
S-PLS 1.6± 0.5 1.8± 0.5 3.4± 0.4 5.6± 1.0 1.6± 0.4 1.6± 0.6 20± 2 40 ± 2

Local weighted
LWR0 1.7 ± 1.0 1.8± 0.9 3.8± 1.1 5.8± 1.8 1.8± 1.0 1.9± 1.4 19± 3 40 ± 3
LWR2 1.5 ± 0.5 1.7± 0.5 3.5± 0.8 5.7± 1 1.5 ± 0.4 1.7± 0.6 20± 2 40 ± 2

Stepwise MLR
Step-X 1.5 ± 0.4 1.8± 0.4 3.5± 0.5 5.6± 1 1.9 ± 0.8 1.5± 1.5 21± 5 38 ± 6
Step-XX2 1.5 ± 0.4 1.7± 0.5 3.5± 0.5 5.7± 0.9 1.7± 1.0 1.5± 0.7 21± 6 38 ± 5
Step-log 1.5± 0.6 1.8± 1.3 3.9± 1.5 5.5± 1.2 2.1± 0.8 1.7± 0.8 20± 2 38 ± 6

Logarithm
log 1PCR 2.3± 1.4 1.9± 0.9 3.9± 1.1 6 ± 2 1.5 ± 0.5 2.1± 0.6 18± 2 43 ± 6
log 1PLS 2.2± 1.2 1.9± 0.8 3.8± 1 6 ± 2 1.5 ± 0.5 2.1± 0.6 18± 2 43 ± 6

Logarithm corrected
log 2PCR 1.6± 0.4 1.7± 0.4 3.5± 0.4 5.8± 1.1 1.6± 0.4 1.7± 0.4 20± 2 42 ± 2
log 2PLS 1.6± 0.4 1.7± 0.4 3.5± 0.4 5.8± 1.1 1.6± 0.4 1.7± 0.4 20± 2 42 ± 2

a Number of samples replicates 3.
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4.4. Application: determination of chromium
in water samples

The different calibration models were applied for
Cr determination in water samples containing the
analyte at different concentrations. The chemilumi-
nescence method was employed for the determination
of Cr(III) by direct measurement and for the determi-
nation of total Cr by previous reduction.

The results were compared with values obtained by
reference method. The reference method involves re-
action with diphenylcarbazide in acidic solution [26].
In this method, the Cr(VI) concentration is obtained
by direct measurement and total concentration by pre-
vious oxidation. The Cr(III) concentration was calcu-
lated by difference.

Table 3 shows the Cr(III) and total Cr concentra-
tion obtained by NL-PLS as calibration method. The
Table 4 includes the RMSEP, which was calculated as
the difference between chemiluminescence and refer-
ence methods. The recoveries obtained for the spiked
amount and the parameters of the linear regression

Table 6
Prediction of water samples: comparison parameters between proposed method and reference and recoveries obtained for the spiked amounta

RMSEP Predicted vs. reference Percent of
recovery sample 1

Percent of recov-
ery sample 2

Intercept Slope R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

log-d 1.49 −0.2 ± 0.3 1.05± 0.02 0.9997 0.3 77± 13 81± 21 80± 12 103± 22
log-i 1.40 −0.1 ± 0.4 1.02± 0.02 0.9995 0.3 80± 14 81± 21 77± 14 101± 22
pol-d 1.07 0.0± 0.3 0.97± 0.02 0.9997 0.3 83± 15 83± 21 77± 15 95± 24
pol-i 1.04 0.1± 0.3 0.97± 0.02 0.9997 0.3 82± 15 83± 21 77± 15 95± 23

L-PCR 1.62 0.0± 0.2 0.99± 0.02 0.9998 0.2 78± 12 83± 22 91± 14 97± 24
L-PLS 1.51 0.1± 0.3 0.97± 0.02 0.9997 0.3 77± 11 80± 22 92± 17 94± 24

NL-PCR 1.08 0.0± 0.2 0.98± 0.02 0.9998 0.2 78± 12 83± 23 92± 11 95± 25
NL-PLS 1.08 0.0± 0.2 0.98± 0.02 0.9998 0.2 78± 12 83± 23 92± 11 95± 25
S-PLS 1.10 0.1± 0.3 0.97± 0.02 0.9996 0.3 73± 13 78± 23 93± 11 95± 24

LWR0 1.79 0.1± 0.4 0.98± 0.03 0.9993 0.4 85± 30 81± 41 88± 31 96± 46
LWR2 1.14 0.1± 0.3 0.98± 0.02 0.9997 0.3 80± 19 79± 22 93± 18 95± 23

Step-X 1.83 0.3± 1.0 0.94± 0.06 0.996 0.9 77± 14 77± 21 96± 19 90± 35
Step-XX2 2.14 0.3± 1.0 0.94± 0.06 0.996 1.0 78± 14 79± 21 99± 23 91± 23
Step-log 2.46 0.3± 0.4 0.94± 0.03 0.9992 0.4 95± 32 73± 36 88± 34 92± 28

log 1PCR 2.74 0.1± 1.4 1.02± 0.09 0.993 1.3 66± 36 87± 47 82± 25 102± 45
log 1PLS 2.69 0.0± 1.4 1.02± 0.09 0.993 1.3 67± 32 87± 44 82± 23 103± 43

log 2PCR 1.27 −0.2 ± 0.5 1.03± 0.03 0.9991 0.5 78± 12 82± 24 91± 11 102± 25
log 2PLS 1.27 −0.2 ± 0.5 1.03± 0.03 0.9991 0.5 78± 12 82± 24 91± 11 102± 25

a Number of samples replicates 3.

between concentration of proposed method and ref-
erence method (cproposed methodversuscreference method)
are also included.

Similar values of RMSEP were obtained for the dif-
ferent detection cells and different instruments. These
results corroborate the robustness of the NL-PLS
method in function of the different experimental con-
ditions assayed. The recoveries obtained were near
to 100%. The unit was included in the confidence
interval of the slope and the zero was included in the
confidence interval of the intercept. As can be seen,
in all cases the results are in agreement with refer-
ence values and spiked values, independently of the
detection cell and instrument.

Mandel’shandkconsistency statistics were also ob-
tained [9]. They are a graphical way of describing the
variability in the set of data and looking for inconsis-
tencies. Theh-statistic essentially studies the variabil-
ity of the mean results obtained at each level and the
k-statistic compares standard deviations for the factor
in study. Theh andk values calculated for the differ-
ent experimental conditions are shown in Fig. 7a and
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b. In all cases,h andk were lower than 1 and 5% level,
except for some concentration levels but it cannot be
considered inconsistent.

The prediction of the samples was obtained us-
ing the other calibration methods: univariate, linear,
no-linear, locally weighted, stepwise-MLR, logarith-
mic and logarithmic corrected regressions. As an
example, Table 5 shows the Cr(III) and total Cr con-
centration obtained using the calibration models built
for bundle detection cell in instrument A. Table 6
includes the RMSEP, which was calculated as the
difference between chemiluminescence and reference
methods, and the recoveries obtained for the spiked

Fig. 8. Madel’sh-statistic (a) andk-statistic (b) for the Cr(III) and total Cr concentrations obtained by bundle cell in instrument A for
different calibration methods. Number of samples 8 with three replicates.

amount. The parameters of the linear regression be-
tween concentration of proposed method and refer-
ence method (cproposed methodversuscreference method)
are also included in the tables.

As it can be seen the best results are obtained for
NL-PCR, NL-PLS, S-PLS and LWR2, which is ac-
cording with the previously obtained RMSEP values.
Nevertheless, the recoveries obtained in most of cases
were close 100%, and the unit was included in the
confidence interval of the slope and the zero was in-
cluded in the confidence interval of the intercept.

The h andk values calculated for the different re-
gression methods are shown in Fig. 8a and b. The
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values of LWR0, log 1PCR and log 1PLS methods
indicates inconsistent results in the mean an in the
deviation standard. It confirms that the non-corrected
logarithmic pre-processing provides the worse results.

5. Conclusions

Different calibration models have been assayed
for chemiluminescence data obtained from Cr(III)
catalyzed luminol-hydrogen peroxide reaction. If cal-
ibration in a wide-range of chromium concentrations
is desired, the presence of nonlinearities must be con-
sidered. This paper shows the possibilities of the mul-
tivariate calibration versus univariate calibration in
order to model the nonlinear relationship between sig-
nals and concentrations by using different strategies.

Multivariate linear calibration methods using a
large number of factors can be employed. The intro-
duction of nonlinear terms of the original variables,
or the logarithmic transformation of the original vari-
ables, permits also the application of linear models.
Another option is to use a nonlinear inner relation in
the PLS algorithm. This paper shows a guide for se-
lecting the best model considering the particular type
of calibration data obtained by chemiluminescence.

The univariate methods that have been tested are:
direct and inverse calibration for double logarithm
regressions and polynomial regressions. Poor results
are obtained by using the most employed option (dou-
ble logarithm transformation) in chemiluminiscence
analysis.

The multivariate methods that have been assayed
are: conventional linear methods (PCR and PLS), non-
linear methods (nonlinear variants of PCR or PLS
and variants of locally weighted regression) and linear
methods combined with variable selection performed
in the original or in the transformed data (stepwise
multiple linear regression procedure). The use of a
double logarithmic transformations and a new double
logarithmic transformation previous to the linear re-
gression have been also evaluated.

Multivariate linear calibration methods using a large
number of factors and MLR are not good options
for modeling the data. NL-PCR and NL-PLS provide
the best prediction ability with a good precision for
the determination under study. NL-PCR makes use
of the introduction of nonlinear terms of the original

variables and works with the linear algorithm and
NL-PLS introduces a nonlinear inner relation in the
algorithm. SPLS and LWR2 also give suitable results,
but the effort needed to optimize the SPLS and LWR2
parameters makes these approaches less attractive.

Logarithm transformation of nonlinear data
(log 1PCR and log 1PLS models) reduces the differ-
ence between relevant and non-relevant variables. In
order to conserve the main variables in multivariate
unicomponent models, the proposed corrected fac-
tor τ j should be applied (log 2PCR, log 2PLS). The
disadvantage of logarithmic transformation is that
low prediction errors in double logarithm linear cal-
ibration leads to high prediction errors in the final
concentration, according to the error propagation law.

This paper shows that both direct and inverse uni-
variate calibration models can be improved by using
NL-PCR or NL-PLS multivariate models for all exper-
imental situations assayed: different apparatus, cells
and batch or flow modes.
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ABSTRACT
Multivariate standardisation is proposed for the successful chemiluminescence determination of

chromium in water samples at interval 0-50 µg/L. Direct standardisation (DS) and piecewise direct

standardisation (PDS) methods were applied. The optimisation of transfer parameters has been carried out

based on the prediction residual error criteria. The studied instrumental situations were different detection

cells, instruments, injection modes, time and their possible combinations.

Non-linear principal component regression (NL-PCR) and non-linear partial least square

regression (NL-PLS) were chosen for modelling the non-linear relationship signal-concentration. The

influence of standardisation step in the predictive abilities is studied and compared with those obtained

with different calibration models. Linear methods, other non-linear variants, locally weighted regressions

or transformed variants were compared.

Accurate and precise results were obtained for water samples. The concentrations of chromium

were statistically in agreement with reference method values and with recovery studies.
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INTRODUCTION
Chemiluminescence reactions provide the

basis for numerous assays for substances ocurring
at low concentrations. The development of these
methods opens the possibility of rapid, highly
sensitive analysis using inexpensive
instrumentation. This capability is valuable when
large number of samples must be analysed, as in
monitoring trace metal concentrations in natural
waters. Although, the relationship between the
concentration and the signal is nonlinear in some
chemiluminescence analysis, if an extended
concentration range is required. The calibration
step in presence of nonlinearities involves using
different strategies [1-5].

The multivariate calibration model can be
used for prediction of new samples as long as the
calibration conditions are valid. The calibration
model may become inapplicable when the
measured response is obtained from a different
instrumental situation such as replacement of
instrument, change between instruments of
different quality, reparations, instrument instability
(drifts and shift), change in measurement
conditions over time or variation between samples.

Different standardisation procedures have
been proposed in order to avoid the full
recalibration [6-9]. The recalibration involves the
loss of the information of previous model, a
valuable effort of personnel, time, and economical
resources. The calibration standardisation
problems have been especially studied in the NIR
field because of the size of calibration set and the
influence of changes in the instrumental situations
[8-11]. However, many of the described strategies
have been applied in other analytical fields [12-15]
contributing to broach the calibration and
standardisation problems.

The standardisation strategies proposed to
solve the instrumental changes are instrument
matching, robust calibration models, bias
correction, correction of measurement data,
correction of the calibration model or subset
standardisation [6-7] The direct standardisation
(DS) and piecewise direct standardisation (PDS)
methods have been applied successfully for

different instrumental situations. These are based
on the transfer of the measurement data obtained
from the new situation to the previous situation.
The transformation permits to use the existing
model without a loss of quality in the prediction
reducing the number of required standards.

In this paper, a multivariate standardisation
for correcting different instrumental situations was
realised. In a previous paper, we studied
multivariate standardisation for the linear model
[15]. This study pretends to extend the findings
found to multivariate non-linear calibration models
in chemiluminescence analysis. NL-PCR and NL-
PLS models are chosen in order to describe the
nonlinear relationship between chemiluminescence
signal and concentration. This selection is based
on previous studies about the quality of several
calibration models for describing non-linear
relationships [16].

The standardisation methods used are DS y
PDS in order to the calibration transfer for the
following instrumental factors: detection cell,
instrument, assembly, time and their possible
combinations. In the most reported
chemiluminescence determination, a laboratory-
made cell positioned near the photodetector is
used. In this sense, the validity of calibration
model is limited to only this cell. The utilisation of
fluorescence spectrophotometers from different
company, quality or even intensity scale or
calibration over time are interesting analytical
problems. Moreover, the calibration between flow
injection and batch injection assemblies has been
evaluated. In Table I are shown the list of
instrumental factors evaluated in this study.

These standardisation problems have been
studied in the chromium chemiluminescence
determination in water samples. A light emission
is produced by luminol oxidation by hydrogen
peroxide in basic aqueous solution catalysed by Cr
(III). The total concentration of chromium involves
a previous reduction the Cr (VI) to Cr (III) with
hydrogen peroxide in acidic solution.

Table I: Summary of the studied standardisation factors
Time Instrument Flow cell Assembly Factor

t A a α reference situation
t A a α self-transference reference situation
t A b α cell
t B a α instrument
t B b α instrument-cell
t A - β assembly
t B - β assembly-instrument
t’ A a α time
t’ A b α time-cell
t’ B a α time-instrument
t’ B b α time-cell-instrument
t’ A - β time-assembly
t’ B - β time-assembly-instrument



Finally, other calibration models are
compared with NL-PCR and NL-PLS. The
calibration approaches included are: conventional
linear methods, nonlinear methods (other nonlinear
variant of PLS and variants of locally weighted
regression), linear methods combined with variable
selection performed in the original or in the
transformed data (stepwise multiple linear
regression procedure) and double logarithmic
transformation previous a linear regression.

THEORY
A brief description of calibration methods

and standardisation methods is given below. A
bold upper-case letter (X) denotes a matrix, a bold
lower-case letter (x) a column vector, and an italic
lower-case letter (h) a scalar. The hat symbol (^)
denotes a predicted characteristic, XT (or xT) refers
the matrix (or vector) transpose and X+ is the
pseudoinverse matrix of X.

Nonlinear PCR and nonlinear PLS
The nonlinear PCR (NL-PCR) [17-18]

consists in incorporating nonlinear transforms of
the original variables into the data matrix X, e.g.,
NL-PCR with 2-order corresponds to the addition
of the squared original variables. Afterwards, the
ordinary PCR is performed on the extended matrix
( X~ ). X~  = T PT + E.

The nonlinear PLS implementation (NL-
PLS) [19-20] used in this study is based on
including a nonlinear inner relation in the
algorithm. The modification is located in the
relationship between scores vectors being u = f(t)
+ h. NL-PLS with 2-order corresponds with a
quadratic polynomial: u = c0 + c1 t + c2 t2 + h.

Direct Standardisation (DS)
The transformation matrix (F) describes the

relation between the measured data from
instrumental situation A and the new situation B
according to XA = XB F + E [12].

This matrix can be estimated using a subset
of the standard samples measured in both
situations (XAs and XBs) as F̂  = XBs

+ XAs by PCR
or PLS. A new data matrix measured in the
situation B can be transformed to situation A as
XBA

+ = XB
+ F̂ . The prediction can be made using

the model previously obtained in the situation A.
Piecewise Direct Standardisation (PDS)
The modification of the direct

standardisation supposes that a data point from one
situation is related to a small variable region
(window) around that data point in the other
situation [12]. For the transformation of the
variable xi, the window range is from i-j to i+k, not
necessarily symmetric around i (j=k or j≠k): Wi =
[xB,i-j, xB,i-j+1, ..., xB,i+k-1, xB,i+k].

For each variable a multivariate regression
model between window and variable in the
situation A is obtained by PCR o PLS xA,i = Wi bi
+ ei. The transformation matrix (F) corresponds a

diagonal matrix where the diagonal elements are
the regression vectors (bi) and the other elements
are zero.

EXPERIMENTAL SECTION
APPARATUS AND REAGENTS
A Hitachi F-4500 (Tokyo, Japan) and a

Jasco FP-750 (Tokyo, Japan) fluorescence
spectrophotometers were used for the measuring.
The light emission was monitored at 425 nm.

The following reagents were used:
chromium (III) nitrate (Panreac, Spain), hydrogen
peroxide (Panreac), luminol (Fluka, Switzerland),
sodium carbonate (Merck, Germany), sodium
hydroxide (Probus, Spain) and chlorhydric acid
(Merck). The solutions were prepared in water
(nanopure, Sybron, Barnstead, Spain).

For FI assemblies, a Gilson Miniplus
peristaltic pump was used to drive the reactants
through the flow cell; it always worked at a flow
rate of 15-ml min-1. The loop employed had a 200-
µl internal volume. Tygon tubing (i.d. = 0.8 mm)
was used with the peristaltic pump. Other tubing
was made of PTFE with i.d. = 0.5 mm. For the
batch procedure, the chemiluminescence was
measured with a 1-cm pathlength quartz cell and
the chromium (III) solutions were injected using a
Hamilton digital syringe (Nevada, USA). The light
emission intensity was recorded as a function of
time.

PROCEDURE
FI Procedure: Luminol and H2O2 streams

were first mixed in the flow injection system and
then mixed with the sample, which was injected in
a carrier containing the EDTA solution. The
distance between the last T-junction and the
detection cell was 4 cm.

The chemiluminescence was registered
using a fluorescence flow-through cell  with a 1.5-
cm light path (Hellma, Germany). Other detection
systems were studied using different cells, which
consisted of laboratory-made coiled transparent
poly(tetrafluoroethylene) tubes with 50-cm length
and i.d. = 0.8 mm. In the helix cell, the tube was
coiled to a support of 1.5-cm length and 7.5-mm
diameter. The dimensions of a spiral cell were 1-
cm of internal diameter and 3-cm of external
diameter. A bundle cell (1.5 cm × 1 cm × 1 cm)
was placed in a plastic cell.

The working solutions were as following:
EDTA 0.01 mol l-1 in 0.04 mol l-1 KOH, luminol
1.2 × 10-3 mol l-1 in 0.3 mol l-1 HCO CO3 3

2− −−
buffer solution to adjust the pH to 10.8 and
hydrogen peroxide 0.1 mol l-1.

Batch procedure: For the batch assembly,
the reagent solution was prepared in the quartz
cell. The reactive concentrations were 4 × 10-4 mol
l-1 of luminol, 3.3 × 10-2 mol l-1 of hydrogen
peroxide, 3.3 × 10-3 mol l-1 of EDTA and 0.1 mol l-



1 of HCO CO3 3
2− −−  buffer solution to adjust the

pH to 10.8. The chromium (III) solutions were
injected using a syringe throughout the septum and
the solution in the cuvette was mixed with a stirrer.

For both, FI and batch modes, the injection
volume was 200 µL. The concentration of
chromium (III) standard solution was 250 mg l-1.
Calibration solutions (2 replicates) contained 0,
0.5, 1, 1.75, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40 and 50
µg l-1 of chromium (III). The registered signal
during 7.5 s after the injection step was processed.
The samples of tap water were taken in Valencia
city area. The samples were filtrated through a
0.45-µm membrane filter and acidified with nitric
acid to pH<2.

For all calculations, Matlab for Windows
(Math Works, Natick, MA) was used, some
multivariate methods were carried out with
modified routines of the PLS-Toolbox
(Eigenvector Research, Manson, WA).

The flowchart of the proposed strategy is
shown in Figure 1. For the primary or reference
situation, a calibration set is measured for
establishing a calibration model. In the secondary
situation, validation sets and sample sets were
measured. The validation set includes the subset
needed for the standardisation and other standards
used for testing precision and accuracy of the
transference. The primary-secondary subset serves
to estimate the transformation matrix and DS and
PDS were used to transfer the response obtained in
the secondary situation to the primary one for the
validation set and sample set. The validation set
serves to establish the influence of each

standardisation factor and the sample set provides
the concentration results for the samples.

Eight different experimental conditions
were measured in configuration α. In the Hitachi
F-4500 fluorescence spectrophotometer
(Instrument A), the standard solutions were
processed with FI procedure with four detection
cells (a1: flow-through, a2: helix, a3: spiral and a4:
bundle cell). In the Jasco FP-750 (Instrument B),
the solutions were measured with FI procedure
with the same four detection cells (b1, b2, b3 and
b4). Besides, for this last instrument, a sample
holder module with syringe port and stirrer was
available and the solutions were measured with the
batch mode (configuration β). These nine
calibration models were considered as primary or
reference models.

The study of standardisation factors,
described in Table I, involved the measurement of
the validation set in a secondary situation, the
application of the standardisation method and
prediction with the calibration model obtained in
the reference situation. In Table I is described the
different standardisation factors and possible
combinations considering the reference situation
outlined. For instance, the study of cell-instrument
factor meant: (1) measure of Cr solutions in
different instrument (B) and different flow cells
(b1, b2, b3 and b4), (2) obtain the transferred set and
(3) predict the concentration for the different
calibration models calculated with the calibration
sets in instrument (A) and different flow cells (a1,
a2, a3 and a4). The prediction of the real water
samples followed a similar strategy.

PRIMARY OR REFERENCE
SITUATION

SECONDARY
SITUATION

calibration
set sample

set

validation
set

primary-secundary
situation subset

standarization
method

transfered
validation

set

transfered
sample

set

calibration
method

calibration
model

Study of
standarization

factors
Prediction of

samples

Figure 1: Flowchart of calibration, standardisation and prediction steps in the proposed strategy



RESULTS AND DISCUSSION
For the 0 – 50 µg l-1 of chromium interval,

the relationship between chemiluminescence signal
and the concentration is non-linear. The
parameters of NL-PCR and NL-PLS methods were
also optimised according the criteria of best
prediction ability for chromium concentration as
was demonstrated in reference 16. A column
centering was selected as pre-processing method.
one principal component for NL-PCR and one
latent variable for NL-PLS were chosen. A second
polynomial order was also selected for both
methods. The matrix dimensions of data were (26
× 150) for each situation

Optimisation of transfer parameters
The DS and PDS procedures consist in

measuring a subset of samples in both situations in
order to obtain the transformation matrix. The
standardisation subset and standardisation
parameters, as window size in PDS method, have
been optimised. These transfer parameters were
chosen according to the lowest prediction residual
error sum of squares (PRESS). The PRESS values
were calculated from validation set and using the
two calibration models, NL-PCR and NL-PLS.

The choice of a suitable standardisation
subset is a critical step and this selection must be
based on physical and chemical stability and
representatively criteria [6-7] For the search of
representative samples, different subset selection
methods have been proposed. Wang and et
proposed the selection of samples with high
leverages in the calibration model [8]. However,
this method does not cover whole experimental
space and the use of other methods has
demonstrated to provide more robust results [10].

For different subset sizes and for both, NL-
PCR and NL-PLS calibration models, the values of
PRESS for DS and PDS models considering the
validation set, were obtained including different
standards in the subset. For different subset sizes
(3 to 5), one to three standard solutions were fixed
and two remaining standards were variable. In
Figure 2, representative examples of PRESS
contour lines of the response surfaces are shown.
As can be derived from this figure, the results
obtained for a subset size of three were similar to
those obtained with four or five. If the correct
design is chosen, a subset size larger than three
standards does not improve the results and only
signifies unnecessary experimental effort. X
symbol in Figure 2a indicates an optimum subset
consisting of standards number 5,12 and 23 (1, 10,
40 µg l-1). This subset with best results
corresponds to standards of different concentration
levels (low-medium-high).
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Figure 2: PRESS contour lines of the response
surfaces for calibration transfer between spiral cell
(primary or reference cell) and fluorescence flow-
through cell (secondary cell) for different subset size: (a)
3, (b) 4 and (c) 5. High standard number means high
chromium concentration. Standardisation method: PDS

For the PDS method different window sizes
were tested fixing the rest of transference
parameters (secondary situation, primary situation,
subset size). The increase of window size of PDS
method had a slight influence on PRESS value.
Then, the window size optimised was 7, chosen
according to the lower prediction error and lower
computation time.

In these conditions, the transference of the
time registers was effective for the subset of
standards. An example of this transference of
chemiluminescence intensity versus time register
is shown in Figure 3. In this case, the subset was
measured in different instrumental conditions of
instrument, cell and time conditions. As it can be
seen, the registers measured in secondary
conditions (Figure 3b) and after the
standardisation with DS or PDS method, fitted in
with the registers obtained in primary conditions
(Figure 3a).



(a)

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

0 1 2 3 4 5 6 7 8
time  (s)

5 mg/ml

10 mg/ml

40 mg/ml

(b)

0

5

10

15

20

25

30

35

0 1 2 3 4 5 6 7 8
time  (s)

reference

DS

PDS40 mg/ml

10 mg/ml

5 mg/ml

Figure 3: (a) Chemiluminescence registers for
subset samples measured with spiral cell in instrument A
and time t’ (b) Chemiluminescence registers for subset
samples measured with bundle cell in instrument B and
time t and transferred chemiluminescence registers using
DS and PDS method for subset samples measured with
spiral cell in instrument A and time t’.

Factors of standardisation
All situations at time t were considered as

primary situations and the calibration models for
each reference situation were obtained. The DS
and PDS were applied to achieve the
standardisation to standards measured in a
different instrumental situation by using the
optimal transfer parameters. Table II shows the
design of possible combinations establishing as
primary situation time t, assembly α or β,
instrument A or B, flow cell 1, 2, 3 or 4. The
prediction values were calculated using the
calibration model of each primary situation. The
root mean squared error of prediction (RMSEP)
was considered as a measure of the calibration
transfer procedure. RMSEP = (PRESS/n)1/2 where
n indicates the number of tested samples.

RMSEP values were obtained for the
factors of standardisation such as detection cells,
instrument, assembly or time using NL-PLS as
calibration method. For each factor, there was a
different number of combinations and then the
number of possible calibration transfers is
different.

A Kolmogorov-Smirnov test [2] was
applied in order to evaluate if these errors obtained
for all combinations followed a normal distribution
for each standardisation factor tested. This test is
based on obtaining the difference between data
distribution and normal distribution and

comparison with a critical value. In all cases, the
maximum difference was smaller than the critical
value at α = 0.05 and at n>3. The results can be
considered to be normally distributed therefore
they can be described by the mean and the
standard deviation.

Boxplots of these error values for the
different experimental conditions, using DS and
PDS standardisation, are plotted in Figure 4. The
number of transferred situations is also included.

For reference situation, RMSEP values
were calculated for calibration and validation. The
NL-PLS models  provided a SEP value between
0.4 and 1.4 (see Figure 4). Self-transference of
reference situations provided similar results. This
fact confirms the correct selection criteria for the
selection of the subset.

The RMSEP values obtained for calibration
transfer between different detection cells, between
both instruments and combination of both factors
were ranged 0.4-2. The assembly standardisation
provides RMSEP values about 1-2.5 (see Figure
4). Finally, the time, an important factor in the
standardisation, was studied for different
combinations. A calibration transfer in the time
leads to error in the prediction ranged between 1-
3.5. Similar values were obtained for the
combination of time factor with factors such as
cell, instrument or both. The RMSEP values are
similar using DS or PDS standardisation, as it can
be in figure 4a and 4b, respectively. Analogous
results were obtained working with NL-PCR
models.

An outstanding feature was the assembly
standardisation because it supposes a sample or
standard can be measured in a batch assembly and
predicted using a calibration model obtained by a
FI assembly, or vice versa. It was possible despite
the differences of chemiluminescence registers. A
batch assembly provides an asymmetric peak that
can be described as a rapid increment of light
intensity and a slow decay, while a FI assembly
provides a skewed peak. A good calibration
transfer was obtained using DS model or PDS
model with high window size, see figure 4.
Therefore, the calibration transfer between
chemiluminescence signals obtained for two
different assemblies, such as batch procedure and
flow injection procedure, was possible providing
acceptable standard errors of prediction.

Finally, recalibration was assessed using
the same three standards as were used for the
standardisation. Worse predictions were
calculated.



Table II: Combinations for the different calibration transfers. The abbreviations used are: self-transference
(stand), cell factor (c), instrument factor (i), assembly factor (a), time (t) and their combinations.

reference situation (t)
α β

a1 a2 a3 a4 b1 b2 b3 b4
a1 stand c c c i c-i c-i c-i a
a2 c stand c c c-i i c-i c-i a
a3 c c stand c c-i c-i i c-i a
a4 c c c stand c-i c-i c-i i a
b1 i c-i c-i c-i stand c c c a-i
b2 c-i i c-i c-i c stand c c a-i
b3 c-i c-i i c-i c c stand c a-i

α

b4 c-i c-i c-i i c c c stand a-ise
co

nd
ar

y 
si

tu
at

io
n

(t
)

β a a a a a-i a-i a-i a-i stand
a1 t t-c t-c t-c t-i t-c-i t-c-i t-c-i t-a
a2 t-c t t-c t-c t-c-i t-i t-c-i t-c-i t-a
a3 t-c t-c t t-c t-c-i t-c-i t-i t-c-i t-a
a4 t-c t-c t-c t t-c-i t-c-i t-c-i t-i t-a
b1 t-i t-c-i t-c-i t-c-i t t-c t-c t-c t-a-i
b2 t-c-i t-i t-c-i t-c-i t-c t t-c t-c t-a-i
b3 t-c-i t-c-i t-i t-c-i t-c t-c t t-c t-a-i

α

b4 t-c-i t-c-i t-c-i t-i t-c t-c t-c t t-a-ise
co

nd
ar

y 
si

tu
at

io
n

(t
 ’)

β t-a t-a t-a t-a t-a-i t-a-i t-a-i t-a-i t

A Kolmogorov-Smirnov test [2] was
applied in order to evaluate if these errors obtained
for all combinations followed a normal distribution
for each standardisation factor tested. This test is
based on obtaining the difference between data
distribution and normal distribution and
comparison with a critical value. In all cases, the
maximum difference was smaller than the critical
value at α = 0.05 and at n>3. The results can be
considered to be normally distributed therefore
they can be described by the mean and the
standard deviation.

Boxplots of these error values for the
different experimental conditions, using DS and
PDS standardisation, are plotted in Figure 4. The
number of transferred situations is also included.

For reference situation, RMSEP values
were calculated for calibration and validation. The
NL-PLS models  provided a SEP value between
0.4 and 1.4 (see Figure 4). Self-transference of
reference situations provided similar results. This
fact confirms the correct selection criteria for the
selection of the subset.

The RMSEP values obtained for calibration
transfer between different detection cells, between
both instruments and combination of both factors
were ranged 0.4-2. The assembly standardisation
provides RMSEP values about 1-2.5 (see Figure
4). Finally, the time, an important factor in the
standardisation, was studied for different
combinations. A calibration transfer in the time
leads to error in the prediction ranged between 1-

3.5. Similar values were obtained for the
combination of time factor with factors such as
cell, instrument or both. The RMSEP values are
similar using DS or PDS standardisation, as it can
be in figure 4a and 4b, respectively. Analogous
results were obtained working with NL-PCR
models.

An outstanding feature was the assembly
standardisation because it supposes a sample or
standard can be measured in a batch assembly and
predicted using a calibration model obtained by a
FI assembly, or vice versa. It was possible despite
the differences of chemiluminescence registers. A
batch assembly provides an asymmetric peak that
can be described as a rapid increment of light
intensity and a slow decay, while a FI assembly
provides a skewed peak. A good calibration
transfer was obtained using DS model or PDS
model with high window size, see figure 4.
Therefore, the calibration transfer between
chemiluminescence signals obtained for two
different assemblies, such as batch procedure and
flow injection procedure, was possible providing
acceptable standard errors of prediction.

Finally, recalibration was assessed using
the same three standards as were used for the
standardisation. Worse predictions were
calculated.
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Figure 4: RMSEP for different standardisation factors. These values were calculated using DS (a) or PDS (b)
standardisation methods and using NL-PLS models obtained with every calibration samples or with calibration set
samples. Number of calibration transfers less outliers are included for each factor.

The abbreviations used are: calibration set (calib), leave-out-one cross validation (valid), self-transference
(stand), cell factor (c), instrument factor (i), assembly factor (a), time factor (t) and their combinations.
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Figure 5: Madel’s statistics for the Cr (III) and total Cr concentrations obtained by NL-PLS as calibration
method for different transference factors: (a) statistic h - DS, (a) statistic k - DS, (a) statistic h - PDS and (a) statistic k
- PDS. Number of samples = 8 with 3 replicates. The abbreviations used are: cell factor (c), instrument factor (i),
assembly factor (a), time factor (t) and their combinations.



Table IÍI: (a) Cr (III) and total Cr concentration (µg/l) for different standarisation factors by DS and PDS as standardisation methods and NL-PLS as calibration method. (b) Comparison
parameters between proposed method and reference and recoveries obtained for the spiked amount. Number of replicates = 3
(a) Reference DS PDS

Method time time-cell time-
instrument

time-cell-
instrument

assembly assembly-
instrument

time time-cell time-
instrument

time-cell-
instrument

assembly assembly-
instrument

Replicate of
calibration transfer

- 9 24 8 24 8 8 9 24 8 24 8 8

sample 1 Cr(III) 1.5 ± 0.3 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 - - 1.5 ± 0.2 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.3 1.4 ± 0.3 - -

Cr
total

1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 - - 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 1.6 ± 0.2 - -

spiked sample 1 Cr(III) 3.2 ± 0.3 3.7 ± 0.3 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 - - 3.7 ± 0.3 3.6 ± 0.3 3.7 ± 0.4 3.7 ± 0.4 - -

2.5 µg/l Cr(III)
2.5 µg/l Cr(VI)

Cr
total

6.1 ± 0.4 6.3 ± 0.2 6.3 ± 0.2 6.3 ± 0.3 6.3 ± 0.2 - - 6.2 ± 0.2 6.2 ± 0.2 6.3 ± 0.3 6.3 ± 0.3 - -

sample 2 Cr(III) 1.8 ± 0.3 1.9 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.1 ± 0.2 2.0 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.3 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.2 ± 0.2 2.0 ± 0.4 1.9 ± 0.3

Cr
total

1.6 ± 0.4 0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.2 1.2 ± 0.3 1.1 ± 0.4 1.0 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.2 1.8 ± 0.3

spiked sample 2 Cr(III) 20.2 ± 0.2 21.7 ± 0.2 21.0 ± 0.6 21.2 ± 0.5 21.0 ± 0.7 21.3 ± 0.9 20.2 ± 0.2 19.3 ± 0.8 19.5 ± 0.7 20.4 ± 0.6 19.7 ± 0.6 19.5 ± 1.0 15.6 ± 0.8

20 µg/l Cr(III)
20 µg/l Cr(VI)

Cr
total

40.8 ± 0.9 38 ± 0 39 ± 2 37 ± 3 37 ± 1 38 ± 4 41 ± 3 41 ± 2 41 ± 1 41 ± 1 41 ± 1 37 ± 1 43 ± 2

(b) DS PDS
time time-cell time-

instrument
time-cell-

instrument
assembly assembly-

instrument
time time-cell time-

instrument
time-cell-

instrument
assembly assembly-

instrument

rmsep 1.03 0.81 1.45 1.27 1.31 0.25 0.47 0.42 0.4 0.39 2.07 2.59

intercept 0.3 ± 1.1 0.2 ± 0.3 0.4 ± 0.5 0.4 ± 0.4 -0.4 ± 0.5 -0.9 ± 0.4 -0.2 ± 0.2 -0.2 ± 0.2 -0.1 ± 0.2 -0.2 ± 0.2 -0.4 ± 0.4 -1.3 ± 1

slope 0.96 ± 0.07 0.96 ± 0.05 0.92 ± 0.07 0.93 ± 0.06 0.97 ± 0.08 1.02 ± 0.05 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03 0.92 ± 0.06 1.04 ± 0.15

R2 0.995 0.998 0.994 0.996 0.994 0.997 0.999 0.999 0.999 0.999 0.996 0.980

syx 1.0 0.7 1.1 1.0 1.2 0.8 0.5 0.5 0.4 0.4 0.9 2.3

%  recovery sample 1 Cr(III) 89 ± 15 88 ± 17 88 ± 16 88 ± 17 68 ± 5 65 ± 7 87 ± 15 88 ± 15 91 ± 18 92 ± 18 47 ± 24 50 ± 23

%  recovery sample 1 Cr total 94 ± 5 93 ± 5 93 ± 6 94 ± 5 53 ± 10 52 ± 12 92 ± 4 92 ± 4 94 ± 7 93 ± 7 55 ± 4 32 ± 11

%  recovery sample 2 Cr(III) 99 ± 1 95 ± 3 96 ± 3 95 ± 4 98 ± 5 93 ± 1 90 ± 4 91 ± 4 96 ± 3 93 ± 3 87 ± 5 68 ± 4

%  recovery sample 2 Cr total 94 ± 1 95 ± 6 90 ± 8 91 ± 2 93 ± 10 99 ± 7 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 3 89 ± 3 104 ± 4



Application: determination of chromium
in water samples

The calibration transfer was applied for Cr
determination in water samples containing the
analyte at different concentrations. The
chemiluminescence method was employed for the
determination of Cr (III) by direct measurement
and for the determination of total Cr by previous
reduction. For calibration transfer, three standard
solutions of different concentration levels (low-
medium-high) were also measured. Consequently,
the matrix of data consisted of primary-secondary
transference subset (three standard registers) and
sample replicates for each experimental situation.

The results were compared with values
obtained by reference method. The reference
method involves reaction with diphenilcarbazide in
acidic solution [21]. In this method, the Cr (VI)
concentration is obtained by direct measurement
and total concentration by previous oxidation and
the Cr (III) by difference.

Table IIIa shows the Cr (III) and total Cr
concentration obtained by DS and PDS as
standardisation methods and NL-PLS as
calibration method. The samples were measured in
different instrumental conditions such as cell,
instrument, cell-instrument, assembly, assembly-
instrument and different time.

Table IIIb includes the RMSEP, which
was calculated as the difference between
chemiluminescence and reference methods. The
recoveries obtained for the spiked amount and the
parameters of the linear regression between
concentration of proposed method and reference
method (cproposed method vs. creference method) are also
included.

The instrumental factors with more
influence in the signal provided bigger RMSEP
values. The recoveries obtained were near to 100
%. The unit was included in the confidence
interval of the slope and the zero was included in
the confidence interval of the intercept. As can be
seen, in all cases the results are in agreement with

reference values and spiked values, independently
of the detection cell and instrument.

Mandel’s h and k consistency statistics
were also obtained [2]. They are a graphical way
of describing the variability in the set of data and
looking for inconsistencies. The h-statistic
essentially studies the variability of the mean
results obtained at each level and the k-statistic
compares standard deviations for each factor in
study. The h and k values calculated for the
different transference conditions are shown in
Figure 5. In all cases, h and k were lower than 1
and 5 % level, except for some concentration
levels but it can not be considered inconsistent.

Comparison with other calibration
models

In this section, the influence of
standardisation step in the predictive abilities for
NL-PCR and NL-PLS models are compared with
those obtained with different calibration models.

The calibration approaches also included
were: conventional linear methods (principal
component regression (PCR) and partial least
squares (PLS)), nonlinear methods (other
nonlinear variant of PLS (S-PLS) and variants of
locally weighted regression (LWR0 and LWR2)),
linear methods combined with variable selection
performed in the original or in the transformed
data (stepwise multiple linear regression procedure
(step-X, step-XX2 and step-logX)) and double
logarithmic transformation previous a linear
regression (PLS variant (log-PLS)). Although
these multivariate calibration methods have been
extensively described elsewhere, a brief
description of applied calibration methods is given
in Appendix. In Table IV, the selected pre-
processing method, variables selected and other
model parameters are shown for each calibration
method, optimised according reference 16.

Table IV: Optimised parameters of multivariate calibration models
Regression

method
Preprocessing Variables selected Other model parameters

L-PCR cc pc=2
L-PLS cc lv=2

NL-PCR cc pc = 1 polynomial order = 2
NL-PLS cc lv = 1 polynomial order = 2

SPLS cc lv = 1 polyn. order = 2 knots = 2
LWR0 cc lv = 1 local points = 4
LWR2 cc lv = 1 local points = 4 α = 0.4
step-X cc 2 - 5 variables

step-XX2 X X2 transformation + cc 2 - 5 variables
step-logX logarithmic transformation + cc 2 - 5 variables
log1-pcr logarithmic transformation + cc pc = 1
log1-pls logarithmic transformation + cc lv = 1
log2-pcr transformed logarithmic transformation + cc pc = 1
log2-pls transformed logarithmic transformation + cc lv = 1

cc: column centering        lv: latent variable, pc: principal components



(a)  (b)

Figure 6: Dendrogram for the RMSEP values for different calibration methods: (a) DS method and (b) PDS
method.

In order to obtain a better comparison and
classification of the regression methods, a
hierarchical cluster analysis procedure (Euclidean
distance and inter-group method) and a principal
components analysis (PCA) were obtained [2]. The
objects are the regression methods and the variable
space is defining by RMSEP values for different
factors of standardisation. Therefore, the methods
with similar prediction ability in the different
calibration situations are joined in the dendrogram
for low distances and are close in a score plot.

In Figure 6a and 6b, dendrograms for the
RMSEP values obtaining by DS and PDS
standardisation are presented, respectively. NL-

PCR and NL-PLS, that provided the lowest
prediction errors, were linked to other methods at
high distances. Then, they were the best models in
the transfer conditions.

Score plots on the PCA1-PCA2-PC3 space
obtained from the RMSEP values by using of DS
and PDS standardisation were obtained. The plots
showed a grouping based on the family method:
nonlinear methods, locally regression methods,
linear and stepwise selection methods and
logarithm transformation methods. The more
accurate methods, such as nonlinear methods had
small projections on the principal components
space.
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Figure 7: Madel’s statistics for the Cr (III) and total Cr concentrations considering time-cell transference by
different calibration methods: (a) statistic h - DS, (b) statistic k - DS, (c) statistic h - PDS and (d) statistic k - PDS.
Number of samples = 8 with 3 replicates.



Table V: Cr (III) and total Cr concentration (µg/l) in time-cell transferred conditions. Standardisation
method: (a) DS and (b) PDS. Number of samples replicates = 3 and replicates number of calibration transfers = 24

(a) sample 1 spiked sample 1 sample 2 spiked sample 2

Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total
Reference method 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ± 0.2 40.8 ± 0.9

Linear L-PCR 2.0 ± 0.2 2.1 ± 0.2 3.8 ± 0.4 6.0 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 19.5 ± 0.3 41 ± 3
L-PLS 1.8 ± 0.2 1.9 ± 0.2 3.7 ± 0.4 5.9 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.4 ± 0.2 19.9 ± 0.2 41 ± 3

Non- NL-PCR 1.5 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.0 ± 0.6 39 ± 2
linear NL-PLS 1.5 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.0 ± 0.6 39 ± 2

S-PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.8 ± 0.5 6.7 ± 0.3 2.1 ± 0.3 1.0 ± 0.2 20.9 ± 0.5 39 ± 2
Local LWR0 1.5 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.3 ± 0.6 6.0 ± 0.2 1.8 ± 0.2 1.3 ± 0.2 20.9 ± 0.2 40 ± 2

Weigthed LWR2 1.3 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.5 ± 0.2 6.3 ± 0.5 2.3 ± 0.3 0.9 ± 0.2 20.2 ± 0.5 39 ± 2
Stepwise StepX 1.9 ± 0.2 2.0 ± 0.2 3.9 ± 0.4 6.2 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.6 ± 0.2 20.8 ± 0.3 39 ± 2

MLR StepXX2 1.7 ± 0.2 1.8 ± 0.2 3.9 ± 0.4 6.4 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.0 ± 0.2 21.7 ± 0.4 33 ± 4
Steplog 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.9 ± 0.5 6.6 ± 0.3 2.2 ± 0.2 2.2 ± 0.6 20.5 ± 0.4 40 ± 3

Logarithm log1PCR 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.2 20.0 ± 0.3 38 ± 2
log1PLS 1.4 ± 0.2 1.5 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.2 20.2 ± 0.3 38 ± 2

Logarithm log2PCR 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.6 ± 0.3 20.8 ± 0.5 39 ± 2
corrected log2PLS 1.3 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.3 ± 0.2 2.2 ± 0.2 1.6 ± 0.3 20.8 ± 0.5 39 ± 2

(b) sample 1 spiked sample 1 sample 2 spiked sample 2
Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

Reference method 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.2 3.2 ± 0.3 6.1 ± 0.4 1.8 ± 0.3 1.6 ± 0.4 20.2 ± 0.2 40.8 ± 0.9
Linear L-PCR 2.2 ± 0.2 2.2 ± 0.2 4.1 ± 0.2 6.3 ± 0.5 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.2 17.3 ± 0.4 42.7 ± 1

L-PLS 2.4 ± 0.2 2.2 ± 0.2 4.1 ± 0.2 6.4 ± 0.6 1.8 ± 0.2 2.5 ± 0.2 16.0 ± 0.5 41.7 ± 1.8
Non- NL-PCR 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41.2 ± 1.5

Linear NL-PLS 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.2 ± 0.2 1.1 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41.2 ± 1.5
S-PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.7 ± 0.4 6.7 ± 0.2 1.6 ± 0.6 1.0 ± 0.2 19.5 ± 0.7 41 ± 1.6

Local LWR0 2.3 ± 0.4 2.2 ± 0.3 4.3 ± 0.4 7.5 ± 1.2 1.6 ± 0.2 2.6 ± 0.5 17.3 ± 0.5 38.3 ± 1.6
Weigthed LWR2 1.4 ± 0.2 1.6 ± 0.2 3.9 ± 0.5 6.3 ± 0.5 1.3 ± 0.2 1.0 ± 0.2 18.8 ± 1.0 40.7 ± 1.1
Stepwise stepX 3.2 ± 0.9 3.1 ± 0.7 4.9 ± 0.7 5.5 ± 0.4 2.0 ± 0.2 3.7 ± 0.2 15.7 ± 0.5 37 ± 5

MLR stepXX2 2.4 ± 1.1 3.3 ± 1.5 4.6 ± 0.8 6.2 ± 0.7 1.8 ± 0.2 2.4 ± 0.3 18.7 ± 0.9 30 ± 3
steplog 1.5 ± 0.3 1.5 ± 0.3 3.8 ± 0.6 6.2 ± 0.3 2.9 ± 1.4 2.3 ± 0.2 19.5 ± 0.6 39.3 ± 1.8

Logarithm log1PCR 2.2 ± 0.3 2.0 ± 0.2 4.2 ± 0.3 6.7 ± 0.5 2.2 ± 0.2 2.6 ± 0.2 16.8 ± 0.3 38.8 ± 1.9
log1PLS 2.2 ± 0.2 2.0 ± 0.2 4.2 ± 0.3 6.7 ± 0.5 2.2 ± 0.2 2.6 ± 0.2 16.8 ± 0.3 38.9 ± 1.9

Logarithm log2PCR 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 19.0 ± 0.6 42.5 ± 0.4
Corrected log2PLS 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 3.6 ± 0.3 6.2 ± 0.2 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.2 19.0 ± 0.6 42.5 ± 0.4

The prediction of the samples was also
compared. As an example, Table Va and Table
Vb show the Cr (III) and total Cr concentration
obtained by using the calibration models measured
in different cell and different time point and DS
and PDS as standardisation method, respectively.
Table VIa and Table VIb include parameters of
comparison of chemiluminescence and reference
methods and the recoveries obtained for the spiked
amount. Acceptable results were achieved in most
of cases. The h and k values calculated for the
different regression methods are shown in Figure
7. Some values of LWR0 and stepwise-MLR
methods indicates inconsistent results in the mean
an in the deviation standard.

Although, NL-PCR and NL-PLS were the
best models to predict chromium concentration in
standards and samples with or without
standardisation step.

CONCLUSIONS
In reference 15, the problems of calibration

transfer were studied only in the interval of

concentrations where the relationship between
chemiluminescence response and concentration is
linear. In reference 16, the problems of calibration
in presence of non-linearity were studied. In this
third study, we tried to answer the following
questions:

- Is it possible a calibration transfer when
the response follows a non-linear relationship?

- Is useful the same criteria for selection of
transfer subset despite of a non-linear relationship?

- Is affected the robustness of regression
methods in these conditions?

- What is the effect in the prediction of real
samples with terms of accuracy and precision?

- Which is the best model for prediction of
transferred data?

We had studied the multivariate
standardisation with linear responses and we had
studied multivariate calibration with no linear
models. But the multivariate standardisation and
calibration in presence non-linearity is an original
study as in our research group as in
chemiluminescence area or in chemometric area.



Table VI: Comparison parameters between proposed method and reference and recoveries obtained for the
spiked amount. Standardisation method: (a) DS and (b) PDS. Number of samples replicates = 3 and replicates
number of calibration transfers = 24

(a) RMSEP predicted vs reference % recovery sample 1 % recovery sample 2
intercept slope R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

L-PCR 0.45 0.3 ± 0.4 0.98 ± 0.03 0.999 0.4 73 ± 15 78 ± 5 87 ± 2 98 ± 8
L-PLS 0.28 0.2 ± 0.3 0.99 ± 0.02 0.999 0.3 75 ± 16 80 ± 5 89 ± 1 98 ± 8

NL-PCR 0.82 0.2 ± 0.8 0.96 ± 0.05 0.998 0.7 88 ± 17 93 ± 5 95 ± 3 95 ± 6
NL-PLS 0.81 0.2 ± 0.8 0.96 ± 0.05 0.998 0.7 88 ± 17 93 ± 5 95 ± 3 95 ± 6
S-PLS 0.89 0.2 ± 0.9 0.96 ± 0.05 0.997 0.8 103 ± 20 107 ± 6 94 ± 3 94 ± 6
LWR0 0.34 0.0 ± 0.4 1.00 ± 0.03 0.999 0.4 73 ± 25 84 ± 4 96 ± 1 98 ± 3
LWR2 0.87 0.2 ± 0.6 0.95 ± 0.04 0.999 0.5 90 ± 11 91 ± 9 89 ± 3 94 ± 5
stepX 0.87 0.5 ± 0.6 0.95 ± 0.04 0.998 0.6 77 ± 16 83 ± 5 94 ± 1 92 ± 3

stepXX2 2.75 0.9 ± 2.0 0.84 ± 0.12 0.979 1.9 88 ± 18 94 ± 5 99 ± 2 80 ± 11
steplog 0.49 0.4 ± 0.5 0.98 ± 0.03 0.999 0.4 103 ± 19 104 ± 7 92 ± 2 95 ± 8

log1PCR 0.88 0.4 ± 0.4 0.94 ± 0.03 0.999 0.4 93 ± 17 94 ± 5 90 ± 2 91 ± 5
log1PLS 0.86 0.4 ± 0.4 0.94 ± 0.03 0.999 0.4 93 ± 17 95 ± 5 90 ± 2 91 ± 5
log2PCR 0.8 0.3 ± 0.7 0.96 ± 0.04 0.998 0.6 95 ± 17 97 ± 5 93 ± 3 93 ± 4
log2PLS 0.8 0.3 ± 0.7 0.96 ± 0.04 0.998 0.6 95 ± 17 97 ± 5 93 ± 3 93 ± 4

(b) RMSEP predicted vs reference % recovery sample 1 % recovery sample 2
intercept slope R2 syx Cr(III) Cr total Cr(III) Cr total

L-PCR 1.29 0.1 ± 1.6 1.01 ± 0.1 0.991 1.5 74 ± 12 81 ± 10 78 ± 2 102 ± 2
L-PLS 1.63 0.3 ± 2.0 0.97 ± 0.12 0.985 1.8 68 ± 7 83 ± 12 71 ± 3 98 ± 4

NL-PCR 0.42 -0.2 ± 0.5 1.01 ± 0.03 0.999 0.5 88 ± 15 92 ± 4 91 ± 4 100 ± 4
NL-PLS 0.42 -0.2 ± 0.5 1.01 ± 0.03 0.999 0.4 88 ± 15 92 ± 4 91 ± 4 100 ± 4
S-PLS 0.46 -0.1 ± 0.6 1.00 ± 0.03 0.999 0.5 102 ± 17 106 ± 5 89 ± 4 100 ± 4
LWR0 1.57 0.8 ± 1.1 0.9 ± 0.07 0.994 1.0 81 ± 25 107 ± 24 78 ± 2 89 ± 4
LWR2 0.62 -0.1 ± 0.7 0.99 ± 0.04 0.998 0.7 101 ± 22 94 ± 10 88 ± 5 99 ± 3
stepX 2.45 1.3 ± 1.5 0.84 ± 0.09 0.988 1.4 68 ± 46 48 ± 16 69 ± 3 83 ± 12

stepXX2 3.82 1.7 ± 1.3 0.73 ± 0.08 0.989 1.2 87 ± 56 58 ± 32 85 ± 4 70 ± 7
steplog 0.76 0.5 ± 0.5 0.95 ± 0.03 0.999 0.4 91 ± 26 94 ± 8 83 ± 8 93 ± 5

log1PCR 1.53 0.7 ± 1.2 0.91 ± 0.07 0.994 1.1 80 ± 16 93 ± 10 73 ± 1 90 ± 5
log1PLS 1.51 0.7 ± 1.2 0.91 ± 0.07 0.994 1.1 80 ± 16 93 ± 10 73 ± 1 91 ± 5
log2PCR 0.76 -0.3 ± 0.8 1.03 ± 0.05 0.998 0.7 93 ± 13 96 ± 5 87 ± 3 102 ± 1
log2PLS 0.77 -0.3 ± 0.8 1.03 ± 0.05 0.998 0.7 93 ± 13 96 ± 5 87 ± 3 102 ± 1

The importance of the study is widely
demonstrated because many chemiluminescence
determinations are based in a relationship between
signal and concentration non-linear. The use of
good calibration models is important for obtaining
accurate and precise results. But the validity of
calibration models is limited. A proposed solution
is the multivariate standardisation that reduces the
experimental efforts with satisfactory results.
Therefore, the proposed strategy joins the
advantages of both approaches: accurate models
and flexibility in different experimental conditions.

In this paper, multivariate standardisation
has been possible using the optimised criteria. A
little increase of prediction error is produced but
the reduction of experimental efforts is very
significant. Moreover, the total analysis rate is
significantly increased. This fact is especially
important for nonlinear data because a
recalibration a new experimental conditions needs
a high number of standards. The influence of
different experimental conditions in the
standardisation has been also evaluated.

NL-PCR and NL-PLS model have provided
accurate and precise results in the determination of
chromium in water samples. The results have
validated with a reference method, recovery
studies and consistency statistics. NL-PCR and

NL-PLS have been the best models comparing
with different calibration models.

Comparing results obtained in reference 15,
16 and this study and chromium concentration
levels in water (upper limit 50 µg/L-European
directive 98/83/EC), an analysis strategy can be
proposed. Multivariate standardisation is efficient
methodology when experimental conditions have
changed independently of chromium
concentration. Multivariate non-linear calibration
models are useful for different chromium
concentrations. However, multivariate linear
calibration models provide better results for
samples with a chromium concentration lower than
15 µg/L.
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APPENDIX
Principal component regression (PCR)
PCR decomposes the experimental matrix

of responses (X) of the calibration set as follows:
X = T PT + E. T is the scores matrix, PT is the
loading matrix and E is the residual error matrix
[1]. The concentration vector (y) is related using
the expression ŷ = T b + e where b is the matrix
of regression coefficients which is resolved by
using a least-squares procedure.

Partial least squares regression (PLS)
The PLS algorithm [1] takes into account

the information of responses and concentrations
simultaneously. The decomposition is: X = t pT +
EX and y = u qT + ey where t and p are the scores
and loading vectors associated with the response, u
and q are the scores and loading vectors associated
with the concentration matrix and EX y EY are the
respective residual matrices. In the linear model,
the scores vectors are related as u = b t + h, where
h denotes residuals. The relationship between
scores and concentrations is obtained from ŷ = t
qT b + e, where b is the vector of the regression
coefficients.

The set of predictors (X) and the set of
responses (y) can correspond with the original data
matrix or incorporate nonlinear transformation as
double logarithmic pre-processing.

Spline PLS
Spline-PLS (S-PLS) [22] is other example

as NL-PLS of methods where a nonlinear inner
relation is included in the algorithm. While NL-
PLS applies smoothers to model the inner
relationship, S-PLS uses non-adaptive bivariate
regression splines to achieve the same. S-PLS with
2-order corresponds u = b0 + b1 t + b2 t2 +

3
j

j
)( ++ −∑ zt2jb  where (t-zj)+

3 = 0 if t < zj, and

zj are the coordenates of the J-knots of the spline.

Locally Weighted Regression
The method is based on the assumption that

a continuous and smooth nonlinear function can be
locally approximated with piecewise linear
functions [23,24]. The basic steps for each sample
are: (1) Select N-calibration samples, that are the
closest to the prediction sample by measuring their
distances. (2) Perform a weighted linear PCR
based on the previously selected N-calibration
samples. (3) Predict the constituent in the
prediction sample.



The weight function is defined as
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wi(xp) is the associated weight with the ith
calibration sample for the prediction of sample p.
ρ(xp,xi) is the distance between the prediction
sample p and the ith calibration sample. d(xp,xi) is
the largest ρ(xp,xi) over the N-samples in the local
calibration.

In the LWR0 method, the Mahalanobis
distance in PC space is defined as ρ(xp,xi) = [(xi-
xp)T X(M)+ (xi-xp)]1/2 where X(M) is the
covariance matrix of the complete data set with M
principal components.

In the LWR2 method, the distance measure
is a weighted average between Mahalanobis
distance in the spectral space and the distance in
the chemical space. ρ(xp,xi) = α ρ(yp,i) + (1-α)
ρ(Xp,i)  where α is weighting coefficient, ρ(yp,i) is
the distance in the chemical space and ρ(Xp,i) is
the Mahalanobis distance in the spectral space as
LWR0 method. Notice that LWR0 is a special case
of LWR2 with α = 0. The ρ(Yp,i) value is obtained
as iterative procedure until convergence. The
initial estimates are obtained by the PCR method.
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ŷ  = T b + e

Stepwise Multiple Linear Regression
(Stepwise-MLR)

The method is based on the selection of a
small subset of variables from the set of predictors
(X) [2]. The procedure starts with the selection of
the variable (xj) that is most correlated with the
concentration (y). The univariate regression model
is built and the obtained regression coefficient (bj)
is tested for significance by using a t-test. At each

step, a F-test, called F-to-enter, is performed for
all variables and the variable with the highest
significant F value is entered. After each step a F-
test, called F-to-remove, is performed. If a variable
is detected that does no longer significantly
contribute to the regression it is rejected. The
selection is repeated until no variables already
fulfil the criterion to be entered or to be removed.

The set of predictors (X) can correspond
with the original data matrix (step-X), incorporate
nonlinear terms as squared original variables (step-
XX2) or using nonlinear transformation as
logarithmic pre-processing (step-logX).

L-PCR and L-PLS with logarithmic pre-
processing

Logarithmic column centering, row
centering or both were proposed as methods of
pre-processing for principal components analysis.
The logarithm of each element xij is taken,
followed by column centering, row centering or
both. All the data must be positive. The
transformation is zij = log(xij) - mj, being zij the
transformed data and mj the corresponding
logarithm column mean.

In this study, this logarithmic
transformation is applied to X and y data. This pre-
processing permits to use linear calibration
methods with nonlinear data. The variants studied
have been principal components regression (log1-
PCR) and partial least squares regression (log1-
PLS).

We propose other transformation useful for
unicomponent calibration only. The logarithm of
each element xij is taken, corrected by a coefficient
and centred by columns. The coefficient is the
quotient between the mean of calibration original
data and the maximum of this value.
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The transformation is: zij = log(xij) ⋅ τj - mτj, being
mτj the corresponding corrected logarithmic
column mean. The variants are principal
components regression (log2-PCR) and partial
least squares regression (log2-PLS).
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ABSTRACT
The simultaneous determination of chromium and cobalt studied in water samples has been studied.

Chemiluminescence registers based on luminol-hydrogen peroxide reaction have obtained by a batch
procedure. PLS algorithms have employed to model the time-response (formation and destruction of
emitter).

The influence of the presence of two metals and the non-linearity relationship between response and
concentration have been evaluated in the signal. Different experimental designs and the selection of
variables have been tested. The calibration set has been selected based on two criteria: unicomponent
and/or bicomponent standard solutions and slope calculated from linear univariate calibration. The
response has been modelled providing high percentages of explained variance, robust models and low
prediction errors.

The proposed methodology has been validated using test standard solutions and standard reference
material of fresh water. Accurate results have proved the advantages of this method for the simultaneous
determination of chromium and cobalt in water samples.

Keywords: chemiluminescence; chromium and cobalt determination; water; luminol-hydrogen
peroxide reaction; simultaneous analysis
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INTRODUCTION
Cobalt and chromium are widespread in water

samples, existing in various chemical, physical and
morphological forms. Generally underground and
surface waters contain very low levels of these
metals but they are often introduced into hydric
cycle from industrial waste. Many of their forms
are toxic and their release must be carefully
monitored. Accordingly, the maximum
concentration for Co and Cr in drinking water is
fixed by EU-Directives.

The determination of trace elements in water
samples requires analytical techniques with
sufficiently high sensitivity and selectivity. Several
analytical methods have been proposed for cobalt
and/or chromium determination as capillary
electrophoresis,1 NAA,2  XRF,3-4 AAS,5-6 ICP-
AES7 or ICP-MS.3,8

Chemiluminescence methods provide low
detection limits, rapid response and low cost.
Although, the main disadvantage is the lack of
selectivity for most chemiluminescence reactions.
In this sense, several strategies have been proposed
for selective or simultaneous determination,
especially for luminol chemiluminescence
reaction. Pre-treatment or separation procedures
are usually required for the selective determination
in flow injection. The use of masking agents,9
membrane phase separator10 or discrete sample
clean-up with ion exchange resin11 have reported.
The ion chromatography with chemiluminescence
detection have been proposed for simultaneous
determination of some metals.12-13 However, the
limitation is the incompatibility of the mobile
phase with the reaction conditions required for
post-column reaction.14

A charge coupled device detector have been
used the acquisition of full chemiluminescence
spectral profile. The simultaneous determination is
achieved using wavelength discrimination or
mathematical resolution.15-16 The use of two
different reactions have described for Co and Fe
determination in the same manifold.17 Time-
resolved emission have also reported for Co and
Cu determination.18

Partial least squares (PLS) method has been
applied to the simultaneous determination of
mixture of compounds in water samples. Organic
compound mixtures19-20 and metal ion mixtures21-22

have been resolved as multicomponent calibration
approach and/or interferent elimination technique.

In this paper, PLS models have been used to
the simultaneous determination of Cr(III)-Co(II) in
water samples. In our knowledge, it is the first
application to simultaneous determination in
chemiluminescence analysis by PLS regression.
Chemiluminescence registers have obtained by a
batch and no automatic procedure. Different
models were built with time-response curves of

calibration set selected by different criteria. The
prediction ability has been assessed by using
standard solutions. The method proposed has
validated determining concentration of Cr(III) and
Co(II) in a standard reference material of fresh
water.

EXPERIMENTAL SECTION
APPARATUS AND REAGENTS
A Jasco FP-750 (Tokyo, Japan) fluorescence

spectrophotometers was used for the measuring.
The light emission was monitored at 425 nm. The
chemiluminescence was measured with a 1-cm
pathlength quartz cell and the chromium (III)
solutions were injected using a Hamilton digital
syringe (Nevada, USA).

The following reagents were used: chromium
(III) nitrate (Panreac, Spain), hydrogen peroxide
(Panreac), luminol (Fluka, Switzerland), sodium
carbonate (Merck, Germany), sodium hydroxide
(Probus, Spain), chlorhydric acid (trace pur,
Merck) and nitric acid (trace pur, Merck). The
solutions were prepared in water (nanopure,
Sybron, Barnstead, Spain).

The concentrations of chromium (III) or cobalt
(II) in stock standard solutions were 100 mg/L.

PROCEDURE
The reagent solution was prepared in the quartz

cell. The reactive concentrations were 4 × 10-4

mol/L of luminol, 3.3 × 10-2 mol/L of hydrogen
peroxide, 3.3 × 10-3 mol/L of EDTA and 0.1 mol/L
of −− − 2

33 COHCO  buffer solution to adjust the
pH to 10.8. The solutions were injected using a
syringe throughout the septum and the solution in
the cuvette was mixed with a stirrer. In all cases,
the injection volume was 200 µL. The emission
signal after the injection step was registered.

Calibration sets
Different calibration sets were analysed in

function of concentration interval. So, the
concentration interval was divided in linear
response region and non-linear response region.

a) Linear response: The calibration set was
composed of standard solutions of chromium (III)
or cobalt (II). The concentrations were ranged (0 –
20 mg/L) and (0 – 80 mg/L), respectively.

  Standard mixtures with different
concentration of chromium (III) and cobalt (II)
were also measured with a concentration level (0 –
20 mg/L) and (0 – 80 mg/L), respectively.

b) Non-linear response: The calibration set
consisted of 25 standards with different
concentration of chromium (III) and cobalt (II)
following a two factorial design (52). A code with
two numbers was assigned to each standard. The
first one refers to Cr (III) concentration level (0 –
80 mg/L) and the second to the Co(II)
concentration level (0 – 80 mg/L). Their



concentrations are shown in Table I.

Table I: Code and concentration of standard
calibration set (52 design)

Cr(III) \ Co (II)
(µg/L)

0 20 40 60 80

0 00 01 02 03 04
20 10 11 12 13 14
40 20 21 22 23 24
60 30 31 32 33 34
80 40 41 42 43 44

Analysis of Standard Material Reference
The calibration set consisted in standard

solutions in nitric acid conditions. Calibrations of
Cr(III) and Co(II) (ranging from 0 to 80 µg/L)
were prepared in 0.07 mol/L HNO3 conditions
before measurement step 0.2272 mol/L carbonate
was added. Mixtures of Cr(III) and Co(II) was also
prepared in the same conditions (15-10, 27-14.2,
15-25, 45-25 µg/L, respectively).

The certificate reference material SRM 1640
(NIST, USA) is composed of natural fresh water
collected from Cleark Creek, CO, which had been
filtered and stabilised with nitric acid. The SRM
were diluted with standard carbonate solution. The
time registers of calibration, mixture and standard
reference material solutions were measured.

Calculations
The data were aligned according to the

maximum emission signal. For all calculations,
Unscrambler (CAMO, Norway) and Matlab for
Windows (Math Works, Natick, MA) were used.
Some multivariate methods were carried out with
modified routines of the PLS-Toolbox
(Eigenvector Research, Manson, WA).

RESULTS AND DISCUSSION
Study of the chemiluminescence signal
In presence of a catalyst, luminol is oxidised by

peroxide in basic solution to form 3-
aminophthalate in an excited state which exhibits
an intense luminescence (λ = 425 nm). In a
stopped-flow system, the chemiluminescence
emission describes a typical response curve
(intensity vs. time). According to Gonzalez-
Robledo et al.23 and Merenyi et al24, the response
curve corresponds to a first-order consecutive
sequence: formation and destruction of light
emitter. The reaction rate is increased by different
metal ions. According to Mottola and Lan25, these
rate-increasing effects have been better designated
as promotions than catalytic effect. In most cases,
the rate-affecting species is consumed during the
reaction.

The response curve depends on different
experimental factors as pH or mixing rate26 and it
is also function of ion metal presented in the
solution. In Figure 1, normalised intensity-time
profiles for Cr and Co determination are shown.
The formation profile was similar for both metal

but the decay of chemiluminescence signal is
different. The cobalt (II) shows a decreasing of the
signal more significant than chromium (III).
Robust profiles were obtained in both cases
independently of the concentration of the metal in
the solution.
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Figure 1: Normalised chemiluminescence intensity-
time profiles

Evaluation of calibration models
As it was explained in the previous section, the

most significant differences between both metals
are obtained in the chemiluminescence decay
profile.  Then, a variable selection could improve
the system modelling. Two possible options are
the study of entire register (61 variables) or the
study of final region (46 variables).  Moreover,
PLS regression has two approaches based on
different algorithms PLS-1 (unicomponent
models) and PLS-2 (uni and multicomponent
models). The schedule of calibration study is
shown in Figure 2.

Figure 2: Schedule of calibration study

a) Linear response
A calibration set in the concentration interval

with linear response was studied. Unicomponent
standard solutions were composed of chromium
(0-20 µg/L) or cobalt (0-80 µg/L). The aim is
modelling the response for simultaneous prediction
in samples where both metal are presented. Two
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approaches were studied in order to assess the
additivity of signal produced for both metals.

- Empirical-theoretical approach: Theoretical
calibration set is composed of bicomponent
registers obtained from experimental
unicomponent registers.

- Empirical approach: Calibration set is
composed of experimental unicomponent registers.

In the empirical-theoretical approach,
univariate linear regression (chemiluminescence
signal vs. metal concentration) was performed for
each time. The set of slope values for each time
was the chemiluminescence register of each metal.
Calibration set (bicomponent registers) was built
from the numeric sum of the corresponding
response of each metal obtained from slope values
for each time. Heteroscedastic error was added in
order to avoid model overfitting. This simulated
error was generated as random noise with the same
magnitude to signal reproducibility. Figure 3
shows slope registers calculated for chromium and
for cobalt. The theoretical profile, including
heteroscedastic error, calculated  for a mixture 10
µg/L Cr and 10 µg/L Co is also plotted.
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Figure 3: Profiles calculated from slopes of
univariate linear regression (Cr and Co) and theoretical
profile of a mixture 10 µg/L Cr and 10 µg/L Co
including heteroscedastic error

For empirical-theoretical and empirical
approaches, PLS-1 and PLS-2 models were
obtained using as X-block the data (column
centred, 61 or 46 variables). The percentage of
explained variance, the number of factors and root
mean squared errors of prediction (SEP) are given
in Table II. SEP values were calculated in order to
evaluate the prediction ability of models. SEP of
calibration was obtained using all standard
solutions employed in the model. SEP of
validation was calculated using a prediction set
composed of unicomponent and bicomponent
standard solutions.

From the results some conclusions can be
established. Mainly, the additivity of
chemiluminescence signals from simultaneous
presence of chromium and cobalt was confirmed.
Therefore, any synergism effect o metal
interactions were observed. Data were modelled by
two factors corresponded to the number of species
present in the solution and the relationship
between chemiluminescence signal and the
concentration is linear. The robustness of the
models can be checked by the similarity between
calibration and validation errors (SEP values).
Finally, both approaches (empirical-theoretical and
empirical) provided similar results. Then, the
calibration set could be composed of registers of
unicomponent standard solutions or simulate
bicomponent registers from univariate slopes. Both
cases, the prediction of binary mixtures is possible
because of signal additivity.

b) Non-linear response
A 52 design was studied, see Table I. Cr (III)

and Co(II) concentrations of unicomponent and
bicomponent solutions were ranged  in 0 – 80
mg/L interval.

Chemiluminescence registers of the calibration
set were treated with PLS-1 and PLS-2 algorithm.
For this purpose, Cr and Co concentrations of
standard solutions were used as the Y-block. The
X-block consisted on the data (column centred)
from 0 to 7.5 s every 0.1 s, so 61 variables were
introduced. The percentage of explained variance
and the number of factors are given in Table III.

As it was explained in the previous section, the
most significant differences between both metals
are obtained in the chemiluminescence decay
profile. PLS-1 and PLS-2 models were obtained
using as X-block the data (column centred) from
1.5 s to 7.5 s, so 46 variables were introduced. The
percentage of explained variance, the number of
factors and the squared sum of prediction residual
errors are given in Table III.

In Figure 4, the score plot for two first factors
is shown. The distribution of the sample was
similar to experimental design but the quadratic
shape have lost due to the second factor also
described the non-linear contribution. The first
factor was related with Co concentration and the
second one to the Cr concentration. The model
required more than two factors in order to describe
the non-linear relationship between metal
concentration and signal27, as can be seen in Table
III.

Table II: PLS models for calibration sets in linear interval
% Explained Variance SEP calibration SEP validation

Variables factors X-block Y-block
Cr

 Y-block
Co

Cr Co Cr Co



Empirical- PLS-1 1-61 2 98.70 99.88 99.90 0.8 2.7 1.7 4.9
theoretical 16-61 2 99.92 94.22 99.71 5.9 7.6 6.4 11.4
approach PLS-2 1-61 2 98.70 99.89 0.8 2.7 1.7 4.9

16-61 2 99.92 99.36 6.0 7.5 6.7 11.2
Empirical PLS-1 1-61 2 99.98 99.98 99.99 1.5 4.3 2.7 7.7
approach 16-61 2 99.99 95.65 99.58 6.2 9.3 7.7 12.5

PLS-2 1-61 2 99.98 99.99 1.5 4.3 2.7 7.7
16-61 2 99.99 99.35 6.2 9.3 7.7 12.4

Table III: PLS models using standard solutions or calibration slope
PLS-1 PLS-2

Variables 1-61 16-61 1-61 16-61
Factors 4 3 4 3

% Explained X-block 99.93 99.94 99.93 99.92
Variance Y-block Cr 92.81 95.97

Y-block Co 78.62 96.24 85.14 95.46

SEP calibration Cr 7.6 5.7 7.5 6.5
Co 13.1 5.5 13.5 5.5

SEP validation Cr 10.6 7.4 10.5 7.4
Co 18.0 7.5 17.8 8.4
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Figure 4: Score plot of PLS-2 model (centred data,
3 factors and 46 variables) for 52 design calibration set

SEP of calibration was obtained using all
standards as calibration samples. SEP of validation
was evaluated by leave-one-out cross validation.
The robustness of the models can be checked
comparing the SEP values, see Table III.
Comparing the different options, the following
conclusions were obtained. The previous selection
of the variables with more selective information
has provided PLS models with lower number
factors but similar prediction ability. Moreover,
the simultaneous determination of chromium and
cobalt was demonstrated for the studied interval.

Validation
For model validation, a certified reference

material was analysed. SRM 1640 is fresh water
sample with 17 trace metal elements. The

concentration of trace metals has been certified by
using different techniques and laboratories.

In order to build the calibration model,
unicomponent solutions were prepared in the same
conditions as reference material. PLS models were
built using chemiluminescence registers (column
centred) as X-block data. Table IV includes the
percentage of variance explained for X-block and
Y-block and SEP values for the different models.
SEP validation values were calculated using leave-
one-out cross validation procedure. Additionally,
these models were applied to predict the standard
Cr(III)-Co(II) mixture solutions prepared in the
same conditions as reference material. The
parameters of the linear regression between
predicted concentration and real concentration are
also included in Table IV. It can be seen the unit
was included in the confidence interval of the
slope and the zero was included in the confidence
interval of the intercept, therefore the results were
acceptable.

The predicted concentration for standard
reference material can be seen in Table V. A
variance test provided precision of proposed
strategy was worse than standard deviation of
certificate value, but it is suitable for water
analysis. A t-test was performed in order to
compare the predicted and certified values at the
significance level of 95%. The results were similar
using models for the complete register. Therefore,
it has demonstrated the proposed method predict
the cobalt and chromium concentration avoiding
the interference of other elements. Then, this study
establish the chemiluminescence signals are robust

Table IV: PLS models for calibration in nitric acid conditions
(a) % explained Variance SEP Calibration



Model Variables Factors X-block Y- Cr Y- Co Cr Co total
PLS-1 1-61 4 99.94 99.94 99.80 0.7 1.2 1.0

16-61 3 99.93 99.94 96.63 0.7 5.1 2.1
PLS-2 1-61 4 99.94 99.47 1.7 2.3 3.7

16-61 3 99.94 99.47 0.9 5.6 4.6

(b) SEP Validation predicted vs. real
Model Cr Co total a b R2 syx

PLS-1 2.6 4.6 3.6 0 ± 2 0.98 ± 0.07 1.0 3.3
4.1 10.3 4.0 -2 ± 6 0.9 ± 0.2 0.9 8.8

PLS-2 3.4 5.6 7.9 0 ± 2 0.98 ± 0.07 1.0 3.4
4.4 10.1 7.8 0 ± 4 0.94 ± 0.15 0.9 6.5

Table V: Prediction for standard reference material (µg/L, n=5)
Concentration (µg/L) t value

Variables Factors Cr Co Cr Co
reference - - 38.6 ± 1.6 20.28 ± 0.31 - -

PLS-1 1-61 4 32 ± 7 21 ± 7 -2.4 0.3
16-61 4 (35 ± 2) (11 ± 6) (5.7) (-3.1)

PLS-2 1-61 3 31 ± 7 25 ± 9 -2.1 1.0
16-61 3 (36 ± 2) (12 ± 5) 2.5 (-3.8)

 Tabulated t value (95%, 4) = 2.776

CONCLUSIONS
In this paper, PLS algorithms have employed to

model the chemiluminescence time-response. The
simultaneous determination of two metals
(chromium and cobalt) has been possible in water
samples.

Different experimental designs have been
tested in order to evaluate the influence of addition
of signals provided by two metal and non-linearity
relationship between response and concentration.
The calibration set has been selected based on two
criteria: unicomponent and/or bicomponent
standard solutions and slope calculated from linear
univariate calibration. The selection of variables
has also studied. In all cases, good results have
obtained, although the best results have been
achieved using the entire register (increase and
decay of chemiluminescence signal).

Robust results have been obtained for different
concentrations of analytes. This conditions is
critical for simultaneous analysis of both especies.

The proposed method has been validated using
test standard solutions and standard reference
material. The main advantages of this method are
the low cost, rapid response and do not require
qualified personnel. These characteristics are
useful to monitoring water analysis.
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ABSTRACT
Two stopped-flow manifolds have proposed for simultaneous determination of chromium and cobalt

in water samples. Automated procedures based on multicommutation systems have emphasised the
differences of their catalytic effect in luminol-hydrogen peroxide chemiluminescence reaction. A more
rapid decay of signal was observed for Co for both configurations (flow injection or continuous
injection). The influence of chemical and hydrodynamic variables has been studied in order to establish
the robustness of method. The analysis rate was lower 1.5 min/replicate.

Chemometric tools have employed for the resolution of their contributions. Partial least squares (PLS)
and H-point standard additions method (HPSAM) have used as multivariate calibration models. The
percentages of explained variance were 97-99 % (two factors). PLS and HPSAM have provided similar
results. HPSAM provides a simple calibration model contributing to develop an analyser for chromium
and/or cobalt.

Standard mixtures, spiked samples and a certified reference material have validated the proposed
strategy. The applicability has been demonstrated by the determination of Cr and Co concentration in
different water samples. The best results have been obtained for continuous injection providing more
robust predictions. Detection limit = 0.2 µg/L

Keywords: HPSAM; PLS; multicommutation; chromium and cobalt; simultaneous determination;
chemiluminescence; water matrix
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INTRODUCTION
Computer-controlled switching systems are

widely used in some analytical areas.  It supposes
a flow switching technique in order to achieve
automation of steps of an analytical process. On-
line sample washing, preconcentration, extraction,
dilution or hyphenated techniques have been
proposed. Many of the strategies described come
from the field of chromatography [1].

Nevertheless, multicommutation is a novel
approach in flow analysis [2]. It can be
implemented by using discrete commutation
devices, such as three-way solenoid valve. The
approach has been used to perform binary
sampling, masking feasible the reduction of
reagent consumption, sequential determinations
and sequential management of incompatible
reagents [3-7].

Some applications have been proposed for
water analysis: majority metals [8], phenols [9,10]
and anions [11,12]. However, the solenoid-
activated rotatory valves have only been employed
as sample introduction system based on time. So,
simple flow registers are obtained by using these
manifolds.

Stopped-flow techniques have also been
employed in order to emphasise kinetic differences
between some analytes in different detection
systems. Some compound mixtures have been
resolved obtaining time-intensity curves [13-19].
Kinetic methods based on flow assemblies and
chemiluminescence detection have been described
using temporal difference in activator effect
[20,21] and temporal injection [22].

In this paper, two automated assemblies are
proposed for simultaneous determination of
chromium and cobalt. Computer controls a six-
way valve and a rotatory valve in order to register
time-intensity curves. The chemiluminescence
registers (CL) from luminol-peroxide hydrogen
reaction are obtained according to stopped-flow
theoretical background.

In the first manifold, sample introduction is
discontinuous. The time-intensity register is
composed from two regions divided where the
flow is stopped. Previous to maximum intensity,
the register is obtained from a flow injection
system. After maximum intensity, the register is
obtained from a stopped-flow system. In this
region, the response is result of decomposition of
CL species. In the second manifold, sample
introduction is continuous. Previous to maximum
intensity, the register is obtained from a system of
continuous sample injection and after a decay of
CL intensity is observed.

For the resolution of binary mixtures, partial
least squares regression (PLS) and H-point
standard addition method (HPSAM) have used.
HPSAM [23] is other useful multivariate
calibration method in equilibrium and in kinetic
studies. The method has been developed for the
determination of unbiased analyte concentrations
in the event that the presence of a direct interferent
and/or the total Youden blank is known.

The usefulness of the new proposed method is
demonstrated by applying it to simultaneous
determination of cobalt and chromium in some
water samples. These metals are widespread in
water, existing in various chemical, physical and
morphological forms. Very low levels are
presented in underground and surface waters but
industrial wastes often introduce them into hydric
cycle. Their release must be carefully monitored
because many of their forms are toxic and. Then,
laws in the most of the countries have fixed the
maximum concentration for Co and Cr in drinking
water.

THEORICAL BACKGROUND
Let us consider a sample S which is a binary

mixture of species X and species Y. If the
responses are additives, the signal of sample at
time ti will be a contribution of both species (SS,i =
SX,i + SY,i), where SS,i, SX,i and SY,i are the sample
signal, signal of species X and signal of species Y
at ti, respectively.

- HPSAM for flow injection
In this paper, HPSAM [23] has been modified

for stopped-flow data. The time-intensity register
is composed from two regions, according to point
where the flow is stopped. Previous to maximum
intensity, the register is obtained from a flow
injection system. The response is result of
dispersion of sample zone within the carrier and
the chemical process of formation of a chemical
species. After maximum intensity, the register is
obtained from a stopped-flow system. In this
region, the response is result of decomposition of
chemiluminescence species. In Figure 1a, an
example of injected stopped-flow registers is
shown.

For the determination of species X, HPSAM is
based on selection of two times ti and tj in such a
way that the interferent signals of species Y are
equal to SY,i = SY,j (∆SY,i,j = 0). ti corresponds to FI
region and tj corresponds to stopped-flow region.
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Figure 1: Hypothetical analytical signal for stopped-flow manifold: (a) flow injection and (b)
continuous injection

The difference of signals at two times ti and tj
will be for the sample:

∆SS,i,j = SS,j – SS,i = SX,j + SY,j – SX,i – SY,j =
 ∆SX,i,j + ∆SY,i,j = ∆SX,i,j  [ec.1]

Therefore, standard addition calibrations of
species X provides values of slopes Mi and Mj at
two previously selected times, ti and tj, In absence
of matrix effect, the Mi and Mj values can be
calculated from standard calibration curves,
directly. These calibration lines intersect at H-
point, with (-cH, SH) coordinates. The H-point is a
function of the analyte concentration (cX)
expressed in the following equation:
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MM
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MM
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=− ,,,, ∆∆
  [ec.2]

The species Y concentration is calculated by
interpolation of the SH value in a conventional
calibration graph. Other possibility is to develop
another equation similar to [ec.1] for species Y
where ∆SX,i,j = 0.

The method can generally be performed with
more than one pair of variables (ti, tj), in which
case it can be considered a multivariate method.
The selection of variables is based on the best ratio
between noise-analyte increments.

- HPSAM for continuous injection flow
In this paper, K-ratio [24,25], a variant of

HPSAM, has been modified for injected stopped-
flow data. The time-intensity register is composed
from two regions, according to point where the
continuous flow is stopped. Previous to maximum
intensity, the register is obtained from a system of
continuous sample injection. The response is only
the chemical process of formation of a chemical
species. After maximum intensity, the register is
obtained from a stopped-flow system. In this
region, the response is result of decomposition of
chemiluminescence species. In Figure 1b, an

example of stopped-flow registers for continuous
injection is shown.

The method is based on the well-known
property for most of analytical registers. For
instance, in spectrophotometry, the ratio between
absorbance values at two wavelengths is a constant
for a pure compound. This fact is used for the
detection of overlapped peaks [26,27]. The study
of chemiluminescence registers has demonstrated
that the ratio of signals at two times is also a
constant. For times values ti and tj, KX,i,j ratio is
defined for the X species as:
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iX
jiX S

S
K

,

,
,, =   [ec. 3]

It means the ratio between the signal at time ti
(SX,i) and the signal at time tj (SX,j) for X species.
So, the difference SX,i - KX,i,j SX,j will be equal to
zero.

Considering this weighted difference of signals
at both time values ti and tj for the sample, the
following equation is obtained:

SS,i - KX,i,j ⋅ SS,j = SX,i + SY,i – KX,i,j ⋅ SX,j -
    -KX,i,j ⋅ SY,j = SY,i - KX,i,j ⋅ SY,j [ec. 4]

Therefore, the weighted increment of signals
only depends on Y species. A calibration
procedure based on standard addition of Y species
will be provided the calibration slope at the
selected time values ti and tj. In absence of matrix
effect, such values can be calculated from standard
solution of Y species directly.

The following step is the estimation of Y
species concentration in samples. The
concentration can be calculated by interpolation of
the corresponding SS,i - KX,i,j SS,j values in the
calibration curves SY,i - KX,i,j SY,j vs. cY.

EXPERIMENTAL SECTION
a) Apparatus and reagents
A Jasco CL-1525 (Tokyo, Japan)

chemiluminescence detector, a LabPro Rheodyne
six-way injection valve and a LEA six-position



valve were used for the measuring. It was
controlled by Borwin chromatography software
and the interface Hercule lite (JMBS, France). A
Gilson Miniplus peristaltic pump was used to drive
the reagents to the detection cell. Tygon tubing
(i.d.=0.8, 2.0, 2.5 mm) was used for the peristaltic
pump. Other tubing was made of PTFE with
i.d.=0.5 mm. The light emission intensity was
recorded as function of time.

The following reagents were used: chromium
(III) nitrate (Panreac, Spain), cobalt nitrate
(Panreac, Spain), hydrogen peroxide (Merck,
Germany), luminol (Fluka, Switzerland), sodium
carbonate (Merck), chlorhydric acid (trace pur,
Merck) and nitric acid (trace pur, Merck). The
solutions were prepared in water (nanopure,
Sybron, Barnstead, Spain). The concentrations of
stock standard solutions were 100 mg/L of
chromium (III) or cobalt (II).

b) Procedure
Working standard solutions were prepared in

HCl 2 × 10-3 mol/L, daily. Luminol (1.2 × 10-4

mol/L) was prepared in carbonate solution (0.01
mol/L pH 10.8). The concentration of hydrogen
peroxide was 0.01 mol/L.

- assembly I: FI procedure
The carrier was composed of carbonate (0.05

mol/L pH 10.8) and EDTA (2 × 10-3 mol/L). The
scheme of FI manifold is shown in Figure 2a. The
luminol reagent (L) was mixed with peroxide
reagent (P). The standard solutions or samples (S)
were injected in carrier (C) by action of valve 1.
The reagent flow met to carrier flow in T-piece.
Chemiluminescence emission was registered in the
detection system. Valve 2 was always operating in
position V2A then the solution was driven to
detector position.

- assembly II: Stop-flow procedure by flow
injection

The manifold was the same than described
above and shown in Figure 2a. The mixing of
reagents and injection of sample were the same
than FI procedure. However, switching of valve 2
stopped the flow in the detection cell because
solution was driven to waste outlet.

Figure 2: (a) Scheme of FI system and flow injected stopped-flow system and (b) Scheme of
continuous stopped-flow system.

V1: valve 6-ways, V2: valve 2-ways, PP: peristaltic pump, D: detector, W: waste, C: carrier stream, S:
sample stream, P: peroxide stream, L: luminol stream.

Table I: Protocol sequences for controlling of valves for different procedures: (a) Flow injection, (b)
Stopped-flow and flow injection and (c) Stopped-flow and continuous injection

(a)
Step Time (min) Valve Action Description

W

V2

V1

P    1.2

L     1.2

S     1.2

C     3.5

D

W W

(a)
∅ = 0.8 mm

50 cm

10 cm10 cm
40 cm

V1-A        V1-B V2-A        V2-B

V2

P      1.2

L     1.2

S     2.8

C    1.2

D

W W
W

V1

(b)
∅ = 0.8 mm

50 cm

10 cm

10 cm



2⋅(r-1) + 1 1.1⋅r + 0.1 V1 A→B Sample insertion (replicate r)
2⋅r + 2 1.1⋅r + 0.4 V1 B→A Filling of sample coil

V2 in position for the entire sequence

(b)
Step Time (min) Valve Action Description

2⋅r +1 1.4⋅(r-1)+0.1 V2 A→B Sample insertion (replicate r)
2⋅r + 2 1.4⋅(r-1)+0.3 V1 A→B Stop-flow
2⋅r + 3 1.4⋅(r-1)+0.45 V1 B→A Filling of sample coil
2⋅r + 4 1.4⋅(r-1)+1.0 V2 B→A Activation of flow

 (c)
Step Time (min) Valve Action Description

1 0.1 V2 A→B Sample stream insertion
2⋅r + 2 1.1⋅(r -1)+0.5 V1 B→A Stop-flow (replicate r)
2⋅r + 3 1.1⋅(r -1)+0.5 V1 A→B Activation of flow

n - V2 B→A Reinitiating

- assembly III: Stop-flow procedure by
continuous injection

The carrier was composed of carbonate (0.125
mol/L pH 10.8) and EDTA (5 × 10-3 mol/L). The
scheme of FI manifold is shown in Figure 2b. The
luminol reagent (L) was mixed with peroxide
reagent (P). The standard solutions or samples (S)
were mixed with carrier (C) in T-piece when the
valve 2 was in position V2A. The reagent flow met
to carrier flow in other T-piece.
Chemiluminescence emission was registered in the
detection system. The flow stopped in the
detection cell by switching of valve 1, because
solution was driven to waste outlet.

In order to obtain the registers, the following
control sequences were performed. The sequences
permitted to control the sample injection and/or
stop-flow. Switching of valves was realised by
methodology sequences in Borwin software. In
Table I, the general step in accordance with the
number of replicates (r) is shown, being r = 1, 2, 3,
..., n. In all studies, three replicates were
performed at least, r ≥ 3.

- Calibration Set
Different calibration sets were assayed. For

univariate calibration, standard solutions of
chromium or cobalt were measured 0 - 4 µg/L for
instrumental gain of 10 and 0 - 20 µg/L for
instrumental gain of 1. Standard bicomponent
mixtures were also prepared. The composition of
solutions followed a partial design 52.

- Sampling
Samples were collected in different points of

Valencia area (Spain) and were filtered using a
cellulose acetate filter (0.45 µm). Natural water
samples were acidified with HCl 5 × 10-3 mol/L,
but the acidification of metallurgic industrial
wastewater was not performed (presence of S2-).
Sampling and storage containers and other
glassware or plastic material was acid-washed
(nanopure water washing, bath HCl 10% 12 h and
nanopure water washing).

Recovery assays were performed in a river
water sample. Spiked samples were prepared by
addition of 1+0, 0+1 and 1+1 µg/L of Cr and Co,
respectively. The certificate reference material
SRM 1640 (NIST, USA), composed of natural
fresh water, was also analysed.

In order to calculate the total concentration of
chromium, a reduction treatment procedure was
performed. 0.08 % H2O2 were added to samples
and heating (80ºC, 30 min).

For all calculations, Unscrambler (CAMO,
Norway) and Visual Basic routines for Excel were
used.

 RESULTS AND DISCUSSION
- Optimisation of chemiluminescence signal
Different chemical and physical parameters

were optimised for the three configurations.
According to initial experiences, most critical
variables were chosen. The studied range was
selected based on the influence of variable in
chemiluminescence signal o its evolution in time.
The optimisation criterion was the maximum
signal and maximum repeatability. So, CL signal
of standard solutions (0.5 - 2 µg/L of Cr or Co)
was registered as function of time.

The chemical variables of studied reaction
were: luminol concentration, carbonate
concentration, pH (stream L and stream C), H2O2
concentration and EDTA concentration. Table II
shows the optimal values. EDTA concentration
was chosen using selectivity criteria, it means, a
selective signal of Cr or Co against other metals
and similar intensity of signal for both metals. It is
important the use of high quality reagents, because
the presence of impurities involves bad results
(interferences or high base-line).

The hydrodynamic variables were optimised
for three configurations. Flow rate of sample
stream, carrier stream and reagent streams were
studied. The length of reaction coil and volume of
sample coil were also optimised, considering the



distance between consecutive peaks. The selected
values are shown in Table II.

The automation of procedure involved the
optimisation of control sequence. Then, the time
values for switching of valves were studied, the
objective was to stop the flow in the point maximal
response. It made possible to register some
replicates avoiding overlapped peaks and
guaranteeing to fill the sample coil between
replicates. Stopped-flow times were 0.15 min for
flow injection manifold and 0.4 min for continuous
injection manifold. The injection frequency
expressed in function of time for each replicate
were 1.1 min for flow manifold, 1.4 min for
stopped-flow and flow injection manifold and 1.1
min for stopped-flow and continuous injection
manifold. Therefore, the optimised sequences is
shown in Table I.

In order to assess the robustness of method,
some experiments were performed. The optimal
conditions were varied in a factor of 10% - 20%.
The objective was to study the influence of the

effect of experimental variations or error sources
in the response. The critical variables were pH of
carbonate buffer and EDTA concentrations.
Specially, variations of cobalt signal were
observed. For the rest of variables the signal
changes were acceptable according precision and
accuracy criteria.

- Unicomponent and univariate determination
Analytical parameters for the determination of

chromium and cobalt were calculated in conditions
where only one analyte were measured. However,
the determination in water sample with both metals
in measurable forms was not possible because the
interference effect is mutual.

Height peak was chosen as analytical signal for
flow manifold and stopped-flow manifold using
flow injection (Figure 3). The parameters of
univariate linear calibration are summarised in
Table III (interval 0 - 4 µg/L).

Table II: Experimental conditions for chemical and hydrodynamic variables
Variables Unity stream assembly I assembly II assembly III

 Luminol concentration mol/L L 1.2 × 10-4 1.2 × 10-4 1.2 × 10-4

Carbonate concentration mol/L L 0.01 0.01 0.01
C 0.05 0.05 0.125

Buffer pH - L 10.8 10.8 10.8
- C 10.8 10.8 10.8

H2O2 concentration mol/L P 0.01 0.01 0.01
EDTA concentration mol/L C 2 × 10-3 2 × 10-3 5 × 10-3

Flow-rate mL/min L 1.2 1.2 1.2
P 1.2 1.2 1.2
C 3.5 3.5 1.2
S 1.2 1.2 2.8

Reactor length cm - 10 10 10
Sample coil volume µL - 200 200 -

Table III: Analytical parameters for unicomponent and univariate determination
assembly I assembly II assembly III

Parameter Cr Co Cr Co Cr Co
a 32 ± 8 14 ± 14 8 ± 9 8 ± 4 19 ± 3 26 ± 8
b 149 ± 3 188 ± 6 132 ± 4 144 ± 4 187 ± 2 174 ± 4
r2 0.992 0.99 0.991 0.994 0.999 0.993
syx 20 29 19 9 9 22

LD N/S 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
LD 3 syx/b 0.4 0.5 0.4 0.2 0.1 0.4

RSD 5.5 5.3 5.2 4.2 2.0 3.3

Detection limits were calculated from three-
time derivation of blank solution (LD N/S) and
from calibration curve (LD 3syx/b). The
repeatability (RSD) was calculated from the
measurement of standard solutions (1 µg/L,
replicates = 5).

It can be seen, the sensibility values, detection
limits and repeatability values were similar for

three manifolds. Additionally, the standard
solutions for linear response interval were
measured using a lower instrumental gain (factor
10). The regression parameters were calculated.
Detection limits and sensibility values were 10
times higher than values show in Table III.

- Multivariate calibration models: PLS and
HPSAM



Figure 3 shows some examples of registers
obtained for standard solutions of chromium and
cobalt and for a sample. It can be seen the decay of
chemiluminescence signal is most significant for
Co standard than Cr standard. This behaviour was
observed for both configurations of stopped-flow.

The application of HPSAM needed the
selection of pairs of variables according to some
requirements depending on the option studied.

For the configuration of flow injection, the
operative criteria was based on a distance between
variables higher than 4, a difference of interferent
signals lower than 5 % and a determination
coefficient (r2) for (Si - Sj vs. c) curve higher than
0.99.

For the configuration of continuous injection,
the variables were chosen according to a suitable K
ratio for the corresponding interferent and analyte.
It supposed a distance between variables higher
than 4, a weighted increment higher than 10 % for
the analyte and a determination coefficient (r2) for
(Si - K Sj vs. c) curve higher than 0.99.

The predictions were calculated as an average
of results provided for the pairs of variables with
the highest slope of calibration curves. Table IV
shows the assayed increments, selected increments
and calculated errors of prediction for calibration
set.
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Figure 3: Analytical signal for a standard solution of chromium (1 µg/L) and cobalt (1µg/L) and for
certificate reference material (1:25) obtained stopped-flow configurations by flow injection (a) and
continuous injection (b)

Table IV: PLS and HPSAM models for calibration set
Model Parameter assembly II assembly III

HPSAM increments assayed 12246 12246
Cr selection 25 32
Co selection 20 12

SEP calibration Cr 0.27 0.18
Co 0.69 0.18

PLS Factors assayed 5 5
selected 2 2

% Explained X-block 99.7 99.7
Variance Y-block cal 97.9 99

Y-block val 97.3 98.8
SEP calibration Cr 0.16 0.1

Co 0.14 0.16

In order to evaluate the prediction of previous
models, binary standard solutions were
determinate. The composition of these binary
solutions described a partial 52 design for both
metals. The prediction results are plotted in Figure
4. It can be observed the best results were obtained
by using the assembly II. Comparing both metals,
the prediction of chromium is more accurate and
precise. Any difference was detected between both
calibration models.

PLS-2 models were obtained for both
configurations from unicomponent standard
solutions of Cr or Co. X-block was composed of
CL registers vs. time (column centred) for 160
variables (0-0.08 min interval). Percentages of
explained variance, number of factors and root
means standard errors of prediction (SEP) are
summarised in Table IV. SEP values were
calculated for calibration set.

The results were similar to provided for both
methods, then HPSAM can be considered as an



alternative to PLS calibration. Although, the
advantage of HPSAM lies in the simplicity and the
correction of matrix effect when it is present.

- Determination in water samples
The proposed configurations were applied for

the simultaneous determination of chromium and
cobalt in different water samples. Previous to
measurement step, reduction treatment (Cr(VI) to
Cr(III)) was performed in order to determine total

chromium concentration. This procedure was
based in the reaction with H2O2 in acidic
conditions and T = 80 ºC.

Figure 5 show the recovery values obtained for
a water sample spiked with 1 µg/L of Cr, 1 µg/L of
Co or 1 µg/L of Cr and 1 µg/L of Co Both
calibration models (PLS and HPSAM) and
assemblies II and III were also compared.
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Figure 4: Predictions of binary mixtures measured in stopped-flow assemblies with different injection
configurations: (a) Cr assembly II, (b) Co assembly II, (c) Cr assembly III and (d) Co assembly III
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Figure 5: Recovery percentages for spiked water sample measured in stopped-flow assemblies by
flow injection (a) and continuous injection (b) for both calibration models



Table V: Prediction of samples. Replicates n=3
assembly II assembly III

Sample pH SM(*) Model Cr Co Cr Co
CRM (1:25) - - PLS-2 1.87 ± 0.10 0.59 ± 0.09 1.6 ± 0.3 0.69 ± 0.17

HPSAM 1.3 ± 0.2 0.9 ± 0.3 1.6 ± 0.4 0.67 ± 0.16
River 8.85 1.5 PLS-2 < LD < LD < LD < LD

HPSAM < LD < LD < LD < LD
Coastal 8.39 1.9 PLS-2 < LD < LD < LD < LD

HPSAM < LD < LD < LD < LD
Harbour 8.52 2.8 PLS-2 0.61 ± 0.16 1.7 ± 0.6 0.75 ± 0.05 1.79 ± 0.10

HPSAM 0.6 ± 0.3 1.46 ± 0.11 0.52 ± 0.11 1.70 ± 0.09
Industrial (1:10) 8.22 17 PLS-2 1.1 ± 0.3 1.5 ± 0.3 1.46 ± 0.09 1.8 ± 0.4

HPSAM 1.51 ± 0.15 1.6 ± 0.3 1.43 ± 0.14 1.6 ± 0.2
Industrial (1:10) 7.80 10 PLS-2 1.86 ± 0.04 0.43 ± 0.12 1.6 ± 0.3 0.58 ± 0.05

HPSAM 1.10 ± 0.05 0.35 ± 0.06 1.4 ± 0.2 0.66 ± 0.07
(*) SM: suspended material (mg/L)

The percentages of recovery were better for
assembly III. Similar prediction values were
observed for PLS and HPSAM models.

A certificate reference material (SMR 1640)
was analysed. It is a fresh water sample which
chromium and cobalt are 38.6 ± 1.6 µg/L and
20.28 ± 0.31 µg/L, respectively. In Figure 3 are
represented the CL registers obtained for both
configurations. The predicted concentrations are
included in Table V.

Samples collected in different locations in
Valencia area (Spain) were analysed. They are
river water, coastal water, harbour water and
wastewater of metallurgic industries. The water
parameters and the concentrations of Cr and Co for
both configurations and both calibration models
are summarised in Table V.

In order to compare both stopped-flow
configurations (assemblies II and III), a t-test for
paired samples was performed. The following t
values were obtained: 0.57 (Cr-PLS), -1.29 (Cr-
HPSAM), -3.75 (Co-PLS) and -0.07 (Co-
HPSAM). Therefore, the predictions were similar
except for Co-PLS (ttab = 2.57, 95% and 5 freedom
degrees). However, the predictions were more
robust and precise for continuous injection. The
concentrations obtained for certificate reference
material indicated that the prediction errors for
continuous assembly were lower than 10 % for Cr
and Co, but higher error for flow assembly.

The comparison of the calibration models (PLS
and HPSAM) involved a t-test for paired samples.
The following t values were obtained: 1.47 (Cr-
discont), 1.85 (Cr-cont), -0.40 (Co-discont) and
1.76 (Co-cont). Therefore, any difference of
prediction was found between both methods (ttab =
2.57, 95% and 5 freedom degrees). The standard
deviation for replicates of samples were also
similar for PLS and HPSAM.

The programming of HPSAM calibration for
the procedure described is easy. Then, it is
possible to propose an analyser of chromium
and/or cobalt. A sequence of calibration standards

and samples is programmed. The concentrations of
Cr and Co are provided direct and automatically.

CONCLUSIONS
In this paper, the combination of two

multicommutated assemblies, the stopped-flow
technique and two multivariate calibration models
has been proposed. The proposed methodology has
achieved the simultaneous determination of Cr and
Co in water samples by a chemiluminescence
detection system.

The proposed assemblies were based on
different injection configurations. The critical
variables (chemical or hydrodynamic) of the
systems have been optimised. The robustness of
method has been also studied. Although both
configurations have presented similar analytical
parameters for unicomponent determination, some
differences have been observed for simultaneous
determination. The best results have been obtained
for continuous injection providing more robust
predictions for standard solutions and samples.

Respect to the comparison of calibration
models, PLS and HPSAM have provided similar
results. Both models can be used without
distinction between calculation times, predictive
error of calibration or validation, recovery
percentages or prediction in water samples.
Therefore HPSAM can be an alternative to PLS in
the chemiluminescence analysis.

The proposed methods have been validated by
using standard mixtures, spiked samples and a
certified reference material. The applicability has
been demonstrated by the determination of Cr and
Co concentration in different water samples.

Comparing to other described methods, these
strategies have some advantages like low cost,
rapid response and no limitations of specialised
personnel. These characteristics are very important
for periodical monitoring of water quality.
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6.3.- PROGRAMAS
6.3.1.- GHPSAM

- Inicial
'Set de Hypermacros creadas por LATG 22-30/I/99
' cálculos asociados al GHPSAM
Type GH_arg
    xder() As Double
    smoot As Boolean
    yder() As Double
    parlin() As Double 'coef; min; dat;muest
    ylin() As Variant
    nplin() As Double
    xpt() As Double
    xmt() As Double
    part() As Double
    ypt() As Variant
    ymt() As Double
End Type
Dim gh As GH_arg

Sub auto_abrir()
    Beep
    resp = MsgBox(" BIENVENIDO  AL  PROGRAMA  DEL
GHPSAM " _
        & Chr(13) & Chr(13) & "Universitat de València" &
Chr(13) & _
        "versión 1.0 fase experimental" & Chr(13) & Chr(13) &
_
        "programado por L. A. Tortajada Genaro", 0,
"GHPSAM")
    With Application
        .ShowToolTips = True
        .LargeButtons = False
        .ColorButtons = True
    End With
    Toolbars.Add Name:="GHPSAM"
    With Toolbars("GHPSAM")
        .Visible = True

        .Left = 700
        .Top = 51
        .Width = 32
    End With
    For i = 1 To 3
        Toolbars("GHPSAM").ToolbarButtons. _
            Add Button:=221 + i, Before:=i
    Next
    Toolbars("GHPSAM").ToolbarButtons(1) _
        .OnAction = "GHPSAM"
    Toolbars("GHPSAM").ToolbarButtons(2) _
        .OnAction = "TRMLIN"
    Toolbars("GHPSAM").ToolbarButtons(3) _
        .OnAction = "TRIOSGH"
    MsgBox "En la esquina superior-derecha existe una barra
de " & _
        "herramientas para ejecutar los distintos subprogramas
que " & _
        "lo componen"
    MsgBox "Botón 1: Ejecuta el programa completo" &
Chr(13) & _
        "Botón 2: Ejecuta sólo el subprograma de búsqueda de
tramos " _
        & "lineales" & Chr(13) & "Botón 3: Ejecuta sólo el
subprograma" _
        & " de búsqueda de trios y cálculo de concentraciones"
    MsgBox "Introduce los patrones del analito y las muestras"
_
        & Chr(13) & " en sus respectivas hojas"
End Sub

Sub auto_cerrar()
    Toolbars("GHPSAM").Delete
End Sub

Sub GHPSAM()
    MsgBox "PROGRAMA CENTRAL"
    cenGHPSAM gh

End Sub

Sub TRMLIN()
    MsgBox "SUBPROGAMA BÚSQUEDA TRAMOS
LINEALES"
    runTrmlin gh
End Sub

Sub TRIOSGH()
    MsgBox "SUBPROGRAMA SELECCIÓN TRIOS"
    runtrios gh
End Sub
- Central

' Set de Hypermacros creadas por LATG 22-30/I/99

Sub cenGHPSAM(gh As GH_arg)
'entrada de datos
    dat =

Application.Count(Range("patrones!b2:b1000"))
    pat =

Application.Count(Range("patrones!b2:iv2"))
    muest =

Application.Count(Range("muestras!b2:iv2"))
    If dat = 0 Or pat = 0 Or muest = 0 Then Exit Sub
    cpat = entrmat(1, pat, "patrones", 0, 1)
' cálculo de la pendiente
    ReDim pendtmp(1, pat)
    ReDim gh.xder(dat, muest + 1)
    For i = 2 To dat + 1
        For j = 2 To muest + 1
            gh.xder(i - 1, j) = Sheets("muestras").Cells(i,

j)
        Next
        For j = 1 To pat
            pendtmp(1, j) = Sheets("patrones").Cells(i, j +

1)
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        Next
        gh.xder(i - 1, 1) = Application.Slope(pendtmp,

cpat)
    Next                'podría presentarse la pendiente
'calculo derivada
    gh.smoot = False
    derivada gh
'cálculo cociente
    For j = 1 To muest          'columna 2- valores
        Cells(1, j + 1) = Sheets("muestras").Cells(1, j +

1)
        For i = 1 To dat
            If j = 1 Then Cells(i + 1, 1) = _
            Sheets("patrones").Cells(i + 1, 1) 'columna 1

etq
            Cells(i + 1, j + 1) = gh.yder(i, j + 1) /

gh.yder(i, 1)
        Next
        Beep
    Next
    resp = MsgBox("¿Desea ver la gráfica (d2

muest)/(d2 pend) vs nm?", _
     35, "GRÁFICA COCIENTE DERIVADAS")

'gráfica derivada
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then
        grafder gh
        nomgraf = Charts(1).Name            'smooth del

cociente
        Sheets(nomgraf).Name = "graf coc"
    End If
    resp = MsgBox("¿Desea realizar el smooth del

cociente?" & Chr(13) _
     & "facilitaría la búsqueda de tramos lineales", 35,

"SMOOTH")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then
            gh.smoot = True
            derivada gh
            If nomgraf <> "" Then Sheets("graf

coc").Select

    End If
'búsqueda de tramos lineales
    resp = MsgBox("¿Desea ejecutar el programa de

búsqueda de" _
    & " tramos lineales?", 35, "BÚSQUEDA

AUTOMÁTICA")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then runTrmlin gh
'búsqueda de trios GHPSAM
    resp = MsgBox("¿Desea ejecutar el programa de

búsqueda de" _
    & " trios para GHPSAM?", 33, "BÚSQUEDA

TRIOS")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    runtrios gh
End Sub

' Macro grabada 23/01/99 por Tortajada Genaro
'
Sub grafder(gd As GH_arg)
    celdf = Chr(64 + UBound(gd.xder, 2)) &

UBound(gd.xder, 1)
    dat1 = Cells(2, 1)
    Charts.Add
    ActiveChart.ChartWizard Source:=Sheets("result

coc"). _
     Range("a1:" & celdf), Gallery:=xlXYScatter,

Format:=6, _
     PlotBy:=xlColumns, CategoryLabels:=1,

SeriesLabels:=1, _
     HasLegend:=1
    pat =

Application.Count(Range("patrones!b2:iv2"))
    ttt = Sheets("patrones").Range(Chr(64 + pat) & 1)
    With ActiveChart.Axes(xlValue)
        .MinimumScale = -ttt
        .MaximumScale = ttt * 3
    End With

    With ActiveChart.Axes(xlCategory)
'.EscalaMínima=dat1  problematico

        .Crosses = xlCustom
        .CrossesAt = dat1
    End With
    ActiveChart.Axes(xlCategory).Select
    With Selection.Border
        .Weight = xlHairline
        .LineStyle = xlAutomatic
    End With
    With Selection
        .MajorTickMark = xlCross
        .MinorTickMark = xlOutside
    End With
End Sub

- Deriv-1
' Hypermacro creada por LATG 13/1/99 modificada

23/1/99
' Calcula la derivada n-ésima, con un filtro y orden de

ajuste
'  elegidos previamente (smooth cúbico de Savitzky-

Golay)

Sub derivada(drv As GH_arg)
    Sheets("result coc").Select
    deriv = 2
    variab = UBound(drv.xder, 1)
    muest = UBound(drv.xder, 2)
    If drv.smoot Then           'smooth cociente
        deriv = 0
        muest = muest - 1
        ReDim drv.xder(variab, muest)
        For i = 1 To variab
            For j = 1 To muest
                drv.xder(i, j) = Cells(i + 1, j + 1)
            Next
        Next
    Else: Cells.ClearContents
    End If
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    u_width = 5 - (deriv - 2) * 3 'smooth w=11 y ord=5
    ord = 3 - (deriv - 2)
'entrada de los parámetros smooth-derivación
    preg = "¿Desea utilizar los parámetros por

defecto?"
    resp = MsgBox(preg & Chr(13) & "filtro=" &

u_width & " orden=" & _
      ord, 35, "PARÁMETROS DE SMOOTH-

DERIVACIÓN")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 7 Then
replay:
    rep = Application.InputBox("Introduce el tamaño

del filtro p.ej :5" _
        & Chr(13) & "(número de puntos del smooth

cúbico de " & _
        "Savitzky-Golay)" & Chr(13) & Chr(13) &

"número impar entero mínimo=3" _
        , "TAMAÑO DEL FILTRO", u_width, , , , , 1)
    If rep = False Then Exit Sub
    If rep < 3 Or (Int((rep - 1) / 2) * 2 + 1) <> rep Then

GoTo replay
    u_width = rep
    rep = Application.InputBox("Introduce el orden

del polinomio p.ej :3" _
        & Chr(13) & Chr(13) & "número entero

máximo=(filtro-1)  máximo=5", _
        "ORDEN POLINOMIO", ord, , , , , 1)
    If rep = False Then Exit Sub
    If rep > 5 Or Int(rep) <> rep Or rep > u_width - 1

Then GoTo replay
    ord = rep
    End If
'obtención de los pesos
    ReDim drv.yder(variab, muest)
    ReDim x(u_width, ord + 1)
    p = (u_width - 1) / 2
    For i = 1 To u_width
        For j = 1 To ord + 1
            x(i, j) = (i + p - u_width) ^ (j - 1)
        Next

    Next
    xtra = transp(x, u_width, ord + 1)
    xnum = multmat(xtra, x, ord + 1, u_width, ord + 1)
    xinv = inversa(xnum, ord + 1)
    weights = multmat(xinv, xtra, ord + 1, ord + 1,

u_width)
'matriz resultados (centro)
    prodd = 1
    For i = 1 To deriv
        prodd = prodd * i
    Next
    ReDim ytmp(u_width, muest)
    ReDim wtmp(1, u_width)
    For k = p + 2 To variab - p - 1
        For i = 1 To u_width
            For j = 1 To muest
                ytmp(i, j) = drv.xder(k - u_width + p + i, j)
            Next
            wtmp(1, i) = prodd * weights(deriv + 1, i)
        Next
        ycent = multmat(wtmp, ytmp, 1, u_width,

muest)
        For i = 1 To muest
            drv.yder(k, i) = ycent(1, i)
        Next
    Next
' matriz resultados (colas)
    ReDim ycol(u_width, 2 * muest)
    For j = 1 To muest
        For i = 1 To u_width
            ycol(i, j) = drv.xder(i, j)
            ycol(i, j + muest) = drv.xder(variab - u_width

+ i, j)
        Next
    Next
    wcol = multmat(weights, ycol, ord + 1, u_width, 2

* muest)
    For k = 1 To deriv
        For i = 1 To ord + 1 - k
            For j = 1 To 2 * muest
            wcol(i, j) = wcol(i + 1, j) * i

            Next
        Next
    Next
    ReDim wpri(ord + 1 - deriv, muest)
    ReDim wfin(ord + 1 - deriv, muest)
    For i = 1 To ord + 1 - deriv
        For j = 1 To muest
            wpri(i, j) = wcol(i, j)
            wfin(i, j) = wcol(i, j + muest)
        Next
    Next
    ReDim xpri(p + 1, ord + 1 - deriv)
    ReDim xfin(p + 1, ord + 1 - deriv)
    For i = 1 To p + 1
        For j = 1 To ord + 1 - deriv
            xpri(i, j) = x(i, j)
            xfin(i, j) = x(i + p, j)
        Next
    Next
    ypri = multmat(xpri, wpri, p + 1, ord + 1 - deriv,

muest)
    yfin = multmat(xfin, wfin, p + 1, ord + 1 - deriv,

muest)
    For j = 1 To muest
        For i = 1 To p + 1
            drv.yder(i, j) = ypri(i, j)
            drv.yder(i + variab - p - 1, j) = yfin(i, j)
        Next
    Next
    If deriv = 0 Then
        For j = 1 To muest
            For i = 1 To variab
                Cells(i + 1, j + 1) = drv.yder(i, j)
            Next
            Beep
        Next
    End If
End Sub

- Deriv-2
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' funciones creadas por LATG 13/1/99 (deriva.xls)
Function entrmat(X1, X2, nombhoj, sit1, sit2)

'introduce matrices
    ReDim mat(X1, X2)
    For i = 1 To X1
        For j = 1 To X2
            mat(i, j) = Sheets(nombhoj).Cells(i + sit1, j +

sit2)
        Next
    Next
    entrmat = mat
End Function
Function transp(t, t1, t2)      'transpone matriz
    ReDim tt(t2, t1)
    For i = 1 To t2
        For j = 1 To t1
            tt(i, j) = t(j, i)
        Next
    Next
    transp = tt
End Function

Function multmat(t1, t2, ta, tb, tc) 'multiplica
matrices

    ReDim tt(ta, tc)
    For i = 1 To ta
        For j = 1 To tc
            For k = 1 To tb
                tt(i, j) = tt(i, j) + t1(i, k) * t2(k, j)
            Next
        Next
    Next
    multmat = tt
End Function

Function inversa(t, tt)     'matriz inversa
    ReDim tinv(tt, tt)
    For i = 1 To tt
        tinv(i, i) = 1
    Next
    Do While k > 2 Or ka = 0

        If ka = 0 Then k = k + 1
        If k = tt And ka = 0 Then
        ka = 1
        k = k + 1
        End If
        If ka = 1 Then k = k - 1
        For i = k + 1 - ka * k To tt - ka * (tt + 1 - k)
            If t(i, k) <> 0 Then
                tmp = t(k, k) / t(i, k)
                For j = 1 To tt
                 t(i, j) = t(k, j) - tmp * t(i, j)
                 tinv(i, j) = tinv(k, j) - tmp * tinv(i, j)
                Next
            End If
        Next
    Loop
    For i = 1 To tt
        For j = 1 To tt
            tinv(i, j) = tinv(i, j) / t(i, i)
        Next
        t(i, i) = t(i, i) / t(i, i)
    Next
    inversa = tinv
End Function

- trios-1
' Hypermacro creada por LATG 19/2/99
' central del método ghpsam

Sub runtrios(gh As GH_arg)
    ReDim gh.part(6)
    resp = MsgBox("¿Los patrones proceden de un

calibrado de analito? " _
        & Chr(13) & Chr(13) & "NO significa adición

estándar de analito" _
        , 35, "ORIGEN DE LOS PATRONES")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    gh.part(6) = 7 - resp       '0: ad. estandar  1:

calibrado
    vint = 13

    Sheets("tabla conc").Select
    Columns("m:iv").Clear
nuevoint:
    gh.part(5) = 0
    Sheets("result lin").Select
    resp = MsgBox("¿Desea introducir el intervalo?"

& Chr(13) & Chr(13) _
     & "NO significa introducción automática", 35,

"SELECCIÓN ORIGEN TRAMOS")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 7 Then
     nint = nint + 1
     gh.part(5) = nint + 2 'primer interv fila3 col2
     resp = Cells(gh.part(5), 2)
     If IsNumeric(resp) Then resp = "Búsqueda

automática fallida"
     tmp = MsgBox("Intervalo seleccionado " & resp,

68)
     If tmp = 7 Or resp = "Búsqueda automática

fallida" Then GoTo nuevoint
    End If
    gh.part(1) = False      'controlador de retorno
    gh.part(2) =

Application.Count(Range("patrones!b2:b1000"))
    gh.part(3) =

Application.Count(Range("patrones!b2:iv2"))
    gh.part(4) =

Application.Count(Range("muestras!b2:iv2")) ' croini
    If gh.part(3) = 0 Or gh.part(4) = 0 Then Exit Sub
    entraGH gh              'entra parametros

manualmente
    If gh.part(1) = False Then Exit Sub
    Sheets("tabla conc").Select
    Columns("a:h").ClearContents
    gh.part(1) = False
    runGH gh                'ejecuta
    If gh.part(1) = False Then Exit Sub
    comb = gh.xpt(UBound(gh.xpt, 1), 1)
    nttr = gh.xpt(UBound(gh.xpt, 1), 2)
    If nttr = 0 Then
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     resp = MsgBox(gh.xpt(1, 1) & "-" &
gh.xpt(UBound(gh.xpt, 1) _

     - 1, 1) & Chr(13) & "Número de combinaciones
ensayadas " & comb & _

     Chr(13) & "NO HAY NINGÚN TRIO QUE
CUMPLA LAS CONDICIONES", 16)

    GoTo nuevoint
    End If              'si se hace señal hay que cambiarlo
    calconc gh          ' cálculo concentración (todas las

parejas)
    gh.part(4) = Minute(Time) * 60 + Second(Time) -

gh.part(4)
'presentacion tabla de trios
    preg = "Tiempo de cálculo : " & gh.part(4) & "

seg" & Chr(13) _
      & "Número de parejas ensayadas :  " & comb &

Chr(13) & _
      "Número de parejas encontradas : " & nttr &

Chr(13) & _
      "Se proporciona la concentración de cada

muestra" & Chr(13) & _
      "(media " & Chr(177) & " s) con las cifras

significativas" & Chr(13)
    resp = MsgBox(preg & Chr(13) & "¿Desea el

listado de trios?" _
     , 35, "LISTADO TRIOS")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then listGH gh
    resp = MsgBox("¿Desea obtener resultados con

otro intervalo?" _
        , 33, "CONTINUAR O FINALIZAR")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    Columns("B:D").Copy
    GoSub copcol
    If IsNumeric(Cells(3, 7)) = False Then
        vint = vint + 2
        Columns("f:h").Copy
        GoSub copcol
    End If
    vint = vint + 2
    GoTo nuevoint

Exit Sub
copcol:
    Cells(1, vint).Select
    ActiveSheet.Paste
    Application.CutCopyMode = False
    ActiveCell.Offset(0,

1).Columns("A:A").EntireColumn.Select
    Selection.Delete Shift:=xlToLeft
Return
End Sub

'Hypermacro modificada 23/1/99 (HPSAM4.xls)
'
Sub calconc(tr As GH_arg)
    Sheets("tabla conc").Select
    Cells(1, 1).Select
    muest = UBound(tr.ymt, 2)
    pos = tr.xpt(UBound(tr.xpt, 1), 2)
    etqint = tr.xpt(1, 1) & "-" & tr.xpt(UBound(tr.xpt,

1) - 1, 1)
    ReDim mtmp(pos)    'media +/- s todas parejas
    ReDim tres(muest, 2)
    For j = 1 To muest
        For i = 1 To pos
        mtmp(i) = tr.ymt(i, j)
        Next
        tres(j, 1) = Application.Average(mtmp)
        tres(j, 2) = Application.StDev(mtmp)
        If IsError(tres(j, 2)) Then tres(j, 2) = 0
        tmp = 0         'cifras significativas
        posdec = -1
        Do While tmp = 0
            posdec = posdec + 1
            If tres(j, 2) = 0 Then Exit Do
            tmp = Int(tres(j, 2) * 10 ^ posdec)
            If tmp = 1 Then posdec = posdec + 1
        Loop
        tres(j, 1) = Int(tres(j, 1) * 10 ^ posdec) / 10 ^

posdec
        tres(j, 2) = Int(tres(j, 2) * 10 ^ posdec) / 10 ^

posdec

    Next
    Range("b1") = pos & " TRIOS " & etqint
    Range("b2:d2") = Array("crit r2 " & tr.part(2), "",

"difmin " & tr.part(3))
    Range("a3:d3") = Array("muestra", "media",

Chr(177), "desvest")
    For i = 1 To muest
        Cells(i + 3, 1) = Sheets("muestras").Cells(1, i +

1)
        Cells(i + 3, 2) = tres(i, 1)
        Cells(i + 3, 3) = Chr(177)
        Cells(i + 3, 4) = tres(i, 2)
    Next
End Sub

Sub listGH(t As GH_arg)
    Sheets("result trio").Select        'mostrar lista

resultados
    Cells.ClearContents
    pos = t.xpt(UBound(t.xpt, 1), 2)
    muest = UBound(t.xmt, 2)
    Range("a1:d1") = Array("trios", "coef",

"abs(pend)", "interseccion")
    For i = 1 To pos            ' Mostrar resultados de los

patrones
        For j = 1 To 4
           Cells(i + 1, j) = t.ypt(i, j)
        Next
    Next
    For j = 1 To muest          ' Mostrar resultados de las

muestras
        Cells(1, j + 5) = Sheets("muestras").Cells(1, j +

1)
        For i = 1 To pos
            Cells(i + 1, j + 5) = t.ymt(i, j)
        Next
        Beep
    Next
    resp = MsgBox("¿Desea seleccionar el número de

trios ordenados " _
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     & "por pendiente?", 33, "SELECCIÓN DE
TRIOS")

    If resp = 2 Then Exit Sub
    Columns("C:C").Cut
    Columns("A:A").Select
    Selection.Insert Shift:=xlToRight
    Range(Cells(1, 1), Cells(pos + 1, muest +

5)).Select
    Selection.Sort Key1:=Range("A1"),

Order1:=xlDescending, _
        Header:=xlGuess, OrderCustom:=1, MatchCase

_
        :=False, Orientation:=xlTopToBottom
    Columns("A:A").Cut
    Columns("d:d").Select
    Selection.Insert Shift:=xlToRight
    If Cells(2, 3) < 0.0001 Then MsgBox

"Advertencia: pendientes" _
     & " pequeñas abs(pend) < 0,0001 posibilidad de

malas predicciones"
mtrios:                 'selección trios
    Sheets("result trio").Select
    posel = Application.InputBox("Número total de

trios " & pos _
    & Chr(13) & "Introduce el número de trios" &

Chr(13) & _
    "que deseas utilizar mínimo=2", "TRIOS", , , , , ,

1)
    If posel = False Then Exit Sub
    If posel > pos Or posel < 2 Or Int(posel) <> posel

Then GoTo mtrios
    ReDim tresl(muest, 2)
    For i = 1 To muest
        tresl(i, 1) = Application.Average(Range(Cells(2,

i + 5), _
            Cells(posel + 1, i + 5)))
        tresl(i, 2) = Application.StDev(Range(Cells(2, i

+ 5), _
            Cells(posel + 1, i + 5)))
        If IsError(tresl(i, 2)) Then tresl(i, 2) = 0
        tmp = 0         'cifras significativas

        posdc = -1
        Do While tmp = 0
            posdc = posdc + 1
            If tresl(i, 2) = 0 Then Exit Do
            tmp = Int(tresl(i, 2) * 10 ^ posdc)
            If tmp = 1 Then posdc = posdc + 1
        Loop
        tresl(i, 1) = Int(tresl(i, 1) * 10 ^ posdc) / 10 ^

posdc
        tresl(i, 2) = Int(tresl(i, 2) * 10 ^ posdc) / 10 ^

posdc
    Next
    Sheets("tabla conc").Select
    etqint = t.xpt(1, 1) & "-" & t.xpt(UBound(t.xpt, 1) -

1, 1)
    Range("f1") = Array(posel & " mejores trios " &

etqint)
    Range("f2") = Array("ordenadas por pendiente")
    Range("f3:h3") = Array("media", Chr(177),

"desvest")
    For i = 1 To muest
        Cells(i + 3, 6) = tresl(i, 1)
        Cells(i + 3, 7) = Chr(177)
        Cells(i + 3, 8) = tresl(i, 2)
    Next
    resp = MsgBox("¿Desea tomar este conjunto como

referencia" & Chr(13) & _
        "y seleccionar otros trios?", 289, "TOMAR

REFERENCIA")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 1 Then
        tmp = Range(Cells(1, 6), Cells(muest + 3, 8))
        Range(Cells(1, 10), Cells(muest + 3, 12)) = tmp
        Columns("f:h").ClearContents
    End If
    GoTo mtrios
End Sub

- trios-2
'Hypermacro creada por LATG 3/1/99

'Permite obtener GHPSAM
'condiciones coeficiente de correlación > criterio

coef.correl
'            separación entre los trios > criterio intervalo

minimo
Sub entraGH(tr As GH_arg)
    dat = tr.part(2)
    pat = tr.part(3)
    muest = tr.part(4)        'entrada de parámetros
    Do While tmp = 0
    If tr.part(5) = 0 Then
        etq1 = Application.InputBox("Introduce la

etiqueta del primer" _
            & " dato del intervalo", "PRIMERA

ETIQUETA", , , , , , 1)
        If etq1 = False Then Exit Sub
        etq2 = Application.InputBox("Introduce la

etiqueta del último" _
            & " dato del intervalo", "ÚLTIMA

ETIQUETA", , , , , , 1)
        If etq2 = False Then Exit Sub
    Else
    etq1 = Left(Cells(tr.part(5), 2), 3)
    etq2 = Mid(Cells(tr.part(5), 2), 5, 3)
    End If
    For i = 1 To dat        'comprobar etiquetas
        If Sheets("patrones").Cells(i + 1, 1) - etq1 = 0

Then tmp1 = i
        If Sheets("patrones").Cells(i + 1, 1) - etq2 = 0

Then tmp2 = i
        If tmp1 <> 0 And tmp2 <> 0 Then Exit Do
    Next
    resp = MsgBox("LAS ETIQUETAS NO SON

CORRECTAS", 16, "ERROR  ETIQUETAS")
    Exit Sub
    Loop
    tr.part(2) = 0.995          ' criterios de búsqueda de

trios
    tr.part(3) = 4
    preg = "¿Desea utilizar los parámetros por

defecto?"
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    respuesta = MsgBox(preg & Chr(13) & "r2=0,995
separación mínima=4", _

     35, "INTRODUCIR PARÁMETROS")
    If respuesta = 2 Then Exit Sub
    If respuesta = 7 Then
replay:
    resp = Application.InputBox("Introduce criterio r2

: p.ej : 0,995", _
     "COEF. DE CORRELACIÓN", tr.part(2), , , , , 1)
        If resp < 0 Or resp > 1 Then GoTo replay
        If resp = False Then Exit Sub
        tr.part(2) = resp
    resp = Application.InputBox("Introduce intervalo

mínimo : p.ej : 4" & _
        Chr(13) & "si la serie de etiquetas no es

continua difmin=1", _
        "INTERVALO MÍNIMO", tr.part(3), , , , , 1)
        If resp < 1 Or Int(resp) <> resp Then GoTo

replay
        If resp = False Then Exit Sub
        tr.part(3) = resp
    End If
    entrpar = False                   'crear matriz
    tr.part(4) = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
    ReDim tr.xpt(tmp2 - tmp1 + 2, pat + 1)
    ReDim tr.xmt(tmp2 - tmp1 + 1, muest)
    For i = 1 To tmp2 - tmp1 + 1
        For j = 2 To pat + 1
            tr.xpt(tmp2 - tmp1 + 2, j) =

Sheets("patrones").Cells(1, j)
            tr.xpt(i, j) = Sheets("patrones").Cells(i +

tmp1, j)
        Next
        tr.xpt(i, 1) = Sheets("patrones").Cells(i + tmp1,

1)
        For j = 1 To muest
            tr.xmt(i, j) = Sheets("muestras").Cells(i +

tmp1, j + 1)
        Next
    Next
    tr.part(1) = True

End Sub

Sub runGH(tr As GH_arg)
    critr = tr.part(2)
    minn = tr.part(3)
    dat = UBound(tr.xpt, 1) - 1
    pat = UBound(tr.xpt, 2) - 1
    muest = UBound(tr.xmt, 2)
    ReDim tr.ypt(10000, 4)
    ReDim tr.ymt(10000, muest)
'CÁLCULO
    ReDim xx(pat)
    ReDim a1(pat)
    ReDim a2(pat)
    ReDim yy(pat)
    For i = 1 To pat
        xx(i) = tr.xpt(dat + 1, i + 1)
    Next
   For cont1 = 1 To dat - (2 * minn)
        For i = 1 To pat
            a1(i) = tr.xpt(cont1, i + 1)
        Next
        For cont2 = cont1 + minn To dat - minn

'incremento 3
            For i = 1 To pat
                a2(i) = tr.xpt(cont2, i + 1)
            Next
            For cont3 = cont2 + minn To dat 'incremento

5
                q = (tr.xpt(cont3, 1) - tr.xpt(cont2, 1)) / _
                (tr.xpt(cont3, 1) - tr.xpt(cont1, 1))
                For i = 1 To pat
                    a3 = tr.xpt(cont3, i + 1)
                    yy(i) = a2(i) - q * a1(i) - (1 - q) * a3
                Next
                'Coeficiente r - criterio
                coef = Abs(Application.RSq(yy, xx))
                If coef - critr > 0 Then

                'Si Abs(pend) - 0,001 > 0 Entonces
                    If pos < 4000 Then
                        pos = pos + 1
                        Else: tr.part(1) = True
                        MsgBox "Se han superado los 4000

trios"
                        Exit Sub
                    End If
                pend = Application.Slope(yy, xx)
                tr.ypt(pos, 1) = tr.xpt(cont1, 1) & "-" &

tr.xpt(cont2, 1) _
                    & "-" & tr.xpt(cont3, 1)
                tr.ypt(pos, 2) = coef
                tr.ypt(pos, 3) = Abs(pend)
                tr.ypt(pos, 4) = Application.Intersect(yy,

xx)
                For k = 1 To muest   'predicción vs

diferencia señal
                    tr.ymt(pos, k) = tr.xmt(cont2, k) - q *

tr.xmt(cont1, k) _
                        - (1 - q) * tr.xmt(cont3, k)
                    tr.ymt(pos, k) = (tr.ymt(pos, k) -

(tr.ypt(pos, 4) * _
                        tr.part(6))) / pend
                Next
                End If
            comb = comb + 1
            Next
        Next
    Next
    tr.xpt(dat + 1, 2) = pos    'machaca la 1ªconc
    tr.xpt(dat + 1, 1) = comb
    tr.part(1) = True
End Sub

- tamlin-1
' Hypermacro creada por LATG 19/2/99
' búsqueda de tramos lineales  datos hoja result coc

Sub runTrmlin(gh As GH_arg)
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    Sheets("result coc").Select
    dat = Application.Count(Range("b2:b1000"))
    muest = Application.Count(Range("b2:iv2"))
    If dat = 0 Or muest = 0 Then Exit Sub
    ReDim gh.parlin(4)
    gh.parlin(1) = dat
    gh.parlin(2) = muest
    gh.parlin(4) = False    'controlador de retorno
    resp = MsgBox("¿Desea buscar tramos que

cumplan los criterios" _
     & " todas las muestras?" & Chr(13) & Chr(13) &

"NO significa muestra" & _
     " a muestra", 35, "TIPO DE BÚSQUEDA

SEGÚN DEPENDENCIA DE LAS MUESTRAS")
    If resp = 2 Then Exit Sub               ' futuro

seleccionar muestras
    gh.parlin(3) = resp - 6      '0: todas muest   1: muest

a muest
    resptb = MsgBox("¿Desea buscar tramos

estableciendo un intervalo de " _
        & Chr(13) & "confianza entorno al primer dato:

dato 1º +/- crit?" & _
        Chr(13) & Chr(13) & "NO significa que

cumplan un cierto syx", _
        35, "TIPO DE BÚSQUEDA SEGÚN

CRITERIOS")
    If resptb = 2 Then Exit Sub
    If resptb = 7 Then runTrmlin1 gh        'criterio

intervalo +/-
    If resptb = 6 Then runTrmlin2 gh        'criterio syx
    If gh.parlin(4) = False Then Exit Sub
    tmp = Application.Max(gh.nplin)
    resp = MsgBox("Tiempo de cálculo : " &

gh.parlin(1) & " seg" & _
        Chr(13) & "Número máximo de intervalos: " &

tmp & Chr(13) & _
        "¿Desea el listado de intervalos?", 33, "FIN

BÚSQUEDA")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    Sheets("result lin").Select
    Cells.ClearContents

    For k = 1 To 1 + gh.parlin(3) * (muest - 1)
'presentar resultados

        For i = 1 To gh.nplin(k)
            For j = 1 To 2 + muest + gh.parlin(3) * (2 *

(resptb - 5) - muest)
                Cells(i + 2, j + k - 1 + (4 + 2 * (resptb - 6))

* (k - 1)) = _
                    gh.ylin(i, j + (4 + 2 * (resptb - 6)) * (k -

1))
            Next
        Next
    Next
    For k = 1 To 1 + gh.parlin(3) * (muest - 1)

'encabezados
        tmpini = k + (4 + 2 * (resptb - 6)) * (k - 1)
        tmpfin = k - 1 + (4 + 2 * (resptb - 6)) * k
        Cells(1, tmpini) = "muestra"
        Range(Cells(2, tmpini), Cells(2, tmpini + 1)) = _
         Array("amplitud", "intervalo")
        If gh.parlin(3) = 0 Then
            Cells(1, tmpini + 1) = "TODAS"
            tmpfin = 2 + muest
            For j = 1 To muest
                Cells(2, 2 + j) = Sheets("result

coc").Cells(1, j + 1)
            Next
        End If
        If gh.parlin(3) = 1 Then
            Cells(1, tmpini + 1) = Sheets("result

coc").Cells(1, k + 1)
            If resptb = 7 Then Range(Cells(2, tmpini + 2),

_
             Cells(2, tmpfin)) = Array("syx", "pend",

"promed", "desvest")
            If resptb = 6 Then Range(Cells(2, tmpini + 2),

_
             Cells(2, tmpfin)) = Array("promed",

"desvest")
        End If
        Range(Cells(2, tmpini), Cells(gh.nplin(k) + 2,

tmpfin)).Select

        Selection.Sort Key1:=ActiveCell.Offset(-1,
0).Range("a1"), _

        Order1:=xlDescending, Header:=xlGuess,
OrderCustom:=1, _

        MatchCase:=False,
Orientation:=xlTopToBottom

        Beep
    Next
    Cells(1, 1).Select
End Sub

'Hypermacro creada por LATG 7/1/99 readaptada
20/1/99

'busca tramos lineales que cumplen coef correl y el
intervalo mínimo

'proporciona la amplitud del intervalo, etq min, etq
máx, r2 y pendiente

Sub runTrmlin1(tl As GH_arg)
    Sheets("result coc").Select
    dat = tl.parlin(1)
    muest = tl.parlin(2)
    tpbm = tl.parlin(3)
    crit = 1
    minn = 4
    preg = "¿Desea utilizar los parámetros por

defecto?"
    respuesta = MsgBox(preg & Chr(13) & "syx=1

intervalo mínimo=4", _
     35, "INTRODUCIR PARÁMETROS")
    If respuesta = 2 Then Exit Sub
    If respuesta = 7 Then
replay:
    resp = Application.InputBox("Introduce criterio

syx : p.ej : 1", _
     "ERROR TÍPICO XY", crit, , , , , 1)
        If resp < 0 Or resp > 1 Then GoTo replay
        If resp = False Then Exit Sub
        crit = resp
    resp = Application.InputBox("Introduce intervalo

mínimo : p.ej : 4" & _
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        Chr(13) & "si la serie de etiquetas no es
continua difmin=1", _

        "INTERVALO MÍNIMO", minn, , , , , 1)
        If resp < 1 Or Int(resp) <> resp Then GoTo

replay
        If resp = False Then Exit Sub
        minn = resp
    End If
    croini = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
    ReDim tl.ylin(dat, 6 * muest)
    ReDim tl.nplin(muest)
    For k = 1 To 1 + tpbm * (muest - 1)
      For cont1 = 1 To dat - minn
        If cont1 + minn - cont2min > 0 Then
            cont2min = cont1 + minn
        End If
        For cont2 = cont2min To dat
        sum = 0
        For i = 1 To muest - tpbm * (muest - 1)
            rango1 = Range(Cells(cont1 + 1, 1),

Cells(cont2 + 1, 1))
            rango2 = Range(Cells(cont1 + 1, i + k),

Cells(cont2 + 1, i + k))
            syx = Application.StEyx(rango2, rango1)
            If Application.IsError(syx) Then syx = 0
            If syx - crit < 0 Then sum = sum + 1
        Next
        If cont2 = cont2min Then        'intervalo menor
            If muest - tpbm * (muest - 1) - sum <> 0 Then
                Exit For
                Else: pos = pos + 1
            End If
        End If
        If muest - tpbm * (muest - 1) - sum = 0 Then
            tl.ylin(pos, 1 + 6 * (k - 1)) = cont2 - cont1 + 1
            tl.ylin(pos, 2 + 6 * (k - 1)) = Cells(cont1 + 1,

1) & "-" _
                & Cells(cont2 + 1, 1)
            If tpbm = 1 Then
                tl.ylin(pos, 3 + 6 * (k - 1)) = syx

            tl.ylin(pos, 4 + 6 * (k - 1)) =
Application.Slope(rango2, rango1)

                tl.ylin(pos, 5 + 6 * (k - 1)) =
Application.Average(rango2)

                tl.ylin(pos, 6 + 6 * (k - 1)) =
Application.StDev(rango2)

            End If
            If tpbm = 0 Then
            For i = 1 To muest
              rango1 = Range(Cells(cont1 + 1, i + 1),

Cells(cont2 + 1, i + 1))
              tl.ylin(pos, 2 + i) =

Application.Average(rango1)
            Next
            End If
            Else: Exit For             'intervalo mayor+1
        End If
        Next
        cont2min = cont2
      Next
      cont2min = 0
      tl.nplin(k) = pos
      pos = 0
    Next
    crofin = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
    tl.parlin(1) = crofin - croini      'machaca nºdat
    tl.parlin(4) = True
End Sub

- tamlin-2
'Hypermacro creada por LATG 25/1/99  ghpsam0.xls
' busca tramos lineales horizontales estableciendo un

intervalo de
' confianza entorno al primer dato: dato 1º+/- crit
' Realiza búsqueda muestra a muestra o en conjunto

Sub runTrmlin2(tl As GH_arg)
    dat = tl.parlin(1)
    muest = tl.parlin(2)
    tpbm = tl.parlin(3)

    crit = 2
    minn = 4
'entrada de parámetros
    preg = "¿Desea utilizar los parámetros por

defecto?"
    respuesta = MsgBox(preg & Chr(13) & "crit=2

intervalo mínimo=4", _
     35, "INTRODUCIR PARÁMETROS")
    If respuesta = 2 Then Exit Sub
    If respuesta = 7 Then
replay:
    resp = Application.InputBox("Introduce criterio

del intervalo " _
        & "de confianza entorno el primer dato p.ej:

dato 1º " & Chr(177) _
        & " 5", "MARGEN ERROR DEL TRAMO

HORIZONTAL", crit, , , , , 1)
        If resp < 0 Then GoTo replay
        If resp = False Then Exit Sub
        crit = resp
    resp = Application.InputBox("Introduce intervalo

mínimo : p.ej : 4" & _
        Chr(13) & "si la serie de etiquetas no es

continua difmin=1", _
        "INTERVALO MÍNIMO", minn, , , , , 1)
        If resp < 1 Or Int(resp) <> resp Then GoTo

replay
        If resp = False Then Exit Sub
        minn = resp
    End If
    croini = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
    ReDim tl.ylin(dat, 4 * muest)
    ReDim tl.nplin(muest)
    For k = 1 To 1 + tpbm * (muest - 1)
      For cont1 = 1 To dat - minn
        If cont1 + minn - cont2min > 0 Then
            cont2min = cont1 + minn
        End If
        For cont2 = cont2min To dat
            sum = 0
            For i = 1 To muest - tpbm * (muest - 1)
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              tmp = Abs(Cells(cont2 + 1, i + k) -
Cells(cont1 + 1, i + k))

              If tmp - crit < 0 Then sum = sum + 1
            Next
        If cont2 = cont2min Then        'intervalo menor
            If muest - tpbm * (muest - 1) - sum > 0 Then
                Exit For
                Else: pos = pos + 1
            End If
        End If
        If muest - tpbm * (muest - 1) - sum = 0 Then
            tl.ylin(pos, 1 + 4 * (k - 1)) = cont2 - cont1 + 1
            tl.ylin(pos, 2 + 4 * (k - 1)) = Cells(cont1 + 1,

1) & "-" _
             & Cells(cont2 + 1, 1)

            If tpbm = 1 Then
             rango1 = Range(Cells(cont1 + 1, k + 1),

Cells(cont2 + 1, k + 1))
             tl.ylin(pos, 3 + 4 * (k - 1)) =

Application.Average(rango1)
             tl.ylin(pos, 4 + 4 * (k - 1)) =

Application.StDev(rango1)
            End If
            If tpbm = 0 Then
            For i = 1 To muest
             rango1 = Range(Cells(cont1 + 1, i + 1),

Cells(cont2 + 1, i + 1))
             tl.ylin(pos, 2 + i) =

Application.Average(rango1)
            Next

            End If
            Else: Exit For             'intervalo mayor+1
        End If
        Next
        cont2min = cont2
      Next
      cont2min = 0
      tl.nplin(k) = pos
      pos = 0
    Next
    crofin = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
    tl.parlin(1) = crofin - croini      'machaca nºdat
    tl.parlin(4) = True
End Sub

6.3.2.- HPSAM
- Central
' Hypermacro grabada por LATG 18/1/99   versión 4
' Proporciona las parejas que difieren menos de un

determinado porcentaje
' y ajustan mejor que un determinado criterio
' Proporciona la concentración estimada para un

analito por el HPSAM
Type list_arg
    pos As Integer
    muest As Integer
End Type
Dim zz As list_arg

Sub HPSAM()
    crit = 0.05
    critr = 0.995
    difmin = 4
'entrada de parámetros
    preg = "¿Desea utilizar los parámetros por

defecto?"

    resp = MsgBox(preg & Chr(13) & "dif=5 %
r=0,995 separación=4", _

     35, "INTRODUCIR PARÁMETROS")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 7 Then
replay:
    resp = Application.InputBox("Introduce porcentaje

diferencia p.ej :5 %", _
     "PORCENTAJE", crit * 100, , , , , 1) / 100
    If resp = False Then Exit Sub
    If resp < 0 Then GoTo replay
    crit = resp
    resp = Application.InputBox("Introduce criterio r :

p.ej : 0,995", _
     "COEF. DE CORRELACIÓN", critr, , , , , 1)
    If resp < 0 Or resp > 1 Then GoTo replay
    If resp = False Then Exit Sub
    critr = resp
    resp = Application.InputBox("Introduce intervalo

mínimo : p.ej : 4" & _

        Chr(13) & "si la serie de etiquetas no es
continua difmin=1", _

        "INTERVALO MÍNIMO", difmin, , , , , 1)
    If resp < 1 Or Int(resp) <> resp Then GoTo replay
    If resp = False Then Exit Sub
    difmin = resp
    End If
    croini = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
'tamaño de la matriz de datos
    pat =

Application.Count(Range("patrones!b2:iv2"))
    dat =

Application.Count(Range("patrones!b2:b1000"))
    anul =

Application.Count(Range("anulacion!b2:iv2"))
    muest =

Application.Count(Range("muestras!b2:iv2"))
    If pat = 0 Or dat = 0 Or anul = 0 Or muest = 0

Then
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    MsgBox "Falta introducir los datos: patrones, pat.
anulación o muestras"

    Exit Sub
    End If
'entrada de matrices de datos
 cpat = entrmat(1, pat, "patrones", 0, 1)
    xanul = entrmat(dat, anul, "anulacion", 1, 1)
    xpat = entrmat(dat, pat, "patrones", 1, 1)
    xm = entrmat(dat, muest, "muestras", 1, 1)
    titmst = entrmat(1, muest, "muestras", 0, 1)
'cálculo
    ReDim respat(10000, 5)
    ReDim resm(10000, muest)
    ReDim dif(1, pat)
    For cont1 = 1 To dat - difmin
        For cont2 = cont1 + difmin To dat
            comb = comb + 1
            sum = 0
            ReDim coc(anul)
            For cont3 = 1 To anul
                coc(cont3) = xanul(cont1, cont3) /

xanul(cont2, cont3)
                 If 1 - crit < coc(cont3) And coc(cont3) <

crit + 1 Then
                    sum = sum + 1
                 End If
            Next
            If sum = anul Then
                For cont3 = 1 To pat
                    dif(1, cont3) = xpat(cont1, cont3) -

xpat(cont2, cont3)
                Next
                'elegir conc o pend
                r = Abs(Application.Correl(dif, cpat))
                If r - critr > 0 Then
                pos = pos + 1
                pend = Application.Slope(dif, cpat)
                respat(pos, 1) =

Sheets("patrones").Cells(cont1 + 1, 1) & _
                 "-" & Sheets("patrones").Cells(cont2 + 1,

1)

                respat(pos, 2) =
Abs(Application.Average(coc) - 1) * 100

                respat(pos, 3) = Abs(pend)
                respat(pos, 4) = Application.Intercept(dif,

cpat)
                respat(pos, 5) = r
                For j = 1 To muest
                    'resm(pos; j) =xm(cont1; j) - xm(cont2; j)
                    difm = Abs(xm(cont1, j) - xm(cont2, j))
                    resm(pos, j) = (difm - respat(pos, 4)) /

respat(pos, 3)
                Next
                End If
            End If
        Next
    Next
' RESULTADOS
    Sheets("tabla result").Select
    Cells.ClearContents
    Sheets("lista result").Cells.ClearContents
    If pos = 0 Then         ' no encuentra parejas
       MsgBox "Número de parejas ensayadas" &

Chr(13) & _
       "No existe ninguna pareja que cumpla los

criterios establecidos"
       Exit Sub
    End If
    ReDim mtmp(pos)    'media +/- s todas parejas
    ReDim tres(muest, 2)
    For j = 1 To muest
        For i = 1 To pos
        mtmp(i) = resm(i, j)
        Next
        tres(j, 1) = Application.Average(mtmp)
        tres(j, 2) = Application.StDev(mtmp)
        tmp = 0         'cifras significativas
        posdec = 0
        Do While tmp = 0
            tmp = Int(tres(j, 2) * 10 ^ posdec)
            posdec = posdec + 1
            If tmp = 1 Then posdec = posdec + 1

        Loop
        tres(j, 1) = Int(tres(j, 1) * 10 ^ (posdec - 1)) / 10

^ (posdec - 1)
        tres(j, 2) = Int(tres(j, 2) * 10 ^ (posdec - 1)) / 10

^ (posdec - 1)
    Next
    Range("b1") = pos & " PAREJAS (todas)"
    Range("b2:d2") = Array("crit%dif " & crit * 100,

"", "crit r " & critr)
    Range("a3:d3") = Array("muestra", "media",

Chr(177), "desvest")
    For i = 1 To muest
        Cells(i + 3, 1) = titmst(1, i)
        Cells(i + 3, 2) = tres(i, 1)
        Cells(i + 3, 3) = Chr(177)
        Cells(i + 3, 4) = tres(i, 2)
    Next
    crofin = Minute(Time) * 60 + Second(Time)
'pregunta
    preg = "Tiempo de cálculo : " & crofin - croini & "

seg" & Chr(13) _
        & "Número de parejas ensayadas :  " & comb &

Chr(13) & _
        "Número de parejas encontradas : " & pos &

Chr(13) & _
        "Se proporciona la concentración de cada

muestra" & Chr(13) & _
        "(media " & Chr(177) & " s) con las cifras

significativas" & Chr(13)
    resp = MsgBox(preg & Chr(13) & "¿Desea el

listado de parejas?", _
         33, "RESULTADOS Y LISTADO")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    Sheets("lista result").Select        'mostrar lista

resultados
    Range("a1:e1") = Array("parejas", "%dif",

"abs(pend)", _
        "interseccion", "coef")
    For i = 1 To pos        ' Mostrar resultados de los

patrones
        For j = 1 To 5
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           Cells(i + 1, j) = respat(i, j)
        Next
    Next
    For j = 1 To muest    ' Mostrar resultados de las

muestras
        Cells(1, j + 6) = titmst(1, j)
        For i = 1 To pos
            Cells(i + 1, j + 6) = resm(i, j)
        Next
    Next
    zz.pos = pos
    zz.muest = muest
    listHPSAM zz
End Sub
- Aditional
Sub listHPSAM(t As list_arg)
morden:
    Sheets("lista result").Select
    resp = MsgBox("¿Desea ordenar por pendiente?"

& Chr(13) & _
        "NO significa ordenar por % de diferencia", 35,

"ORDENAR")
    Select Case resp
        Case 2
            Exit Sub
        Case 6
            tipord = "pendiente"
            tpord = xlDescending
        Case 7
            tipord = "%diferencia"
            tpord = xlAscending
    End Select
        Columns(Chr(73 - resp) & ":" & Chr(73 -

resp)).Cut
        Columns("A:A").Select
        Selection.Insert Shift:=xlToRight
    Range(Cells(1, 1), Cells(t.pos + 1, t.muest +

6)).Select
    Selection.Sort Key1:=Range("A1"),

Order1:=tpord, _

        Header:=xlGuess, OrderCustom:=1, MatchCase
_

        :=False, Orientation:=xlTopToBottom
        Columns("A:A").Cut
        Columns(Chr(74 - resp) & ":" & Chr(74 -

resp)).Select
        Selection.Insert Shift:=xlToRight
mparej:
    Sheets("lista result").Select
    posel = Application.InputBox("Número total de

parejas " & t.pos _
    & Chr(13) & "Introduce el número de parejas" &

Chr(13) & _
    "que deseas utilizar mínimo=2", "PAREJAS", , , , ,

, 1)
    If posel = False Then Exit Sub
    If posel > t.pos Or posel < 2 Or Int(posel) <> posel

Then GoTo mparej
    ReDim tresl(t.muest, 2)
    For i = 1 To t.muest
        tresl(i, 1) = Application.Average(Range(Cells(2,

i + 6), _
            Cells(posel + 1, i + 6)))
        tresl(i, 2) = Application.StDev(Range(Cells(2, i

+ 6), _
            Cells(posel + 1, i + 6)))
        tmp = 0         'cifras significativas
        posdc = 0
        Do While tmp = 0
            tmp = Int(tresl(i, 2) * 10 ^ posdc)
            posdc = posdc + 1
            If tmp = 1 Then posdc = posdc + 1
        Loop
        posdc = posdc - 1
        tresl(i, 1) = Int(tresl(i, 1) * 10 ^ posdc) / 10 ^

posdc
        tresl(i, 2) = Int(tresl(i, 2) * 10 ^ posdc) / 10 ^

posdc
    Next
    Sheets("tabla result").Select

    Range("f1") = Array(posel & " MEJORES
PAREJAS")

    Range("f2") = Array("ordenadas por " & tipord)
    Range("f3:h3") = Array("media", Chr(177),

"desvest")
    For i = 1 To t.muest
        Cells(i + 3, 6) = tresl(i, 1)
        Cells(i + 3, 7) = Chr(177)
        Cells(i + 3, 8) = tresl(i, 2)
    Next
    resp = MsgBox("¿Desea tomar este conjunto como

referencia" & Chr(13) & _
        "y seleccionar otras parejas?", 35, "TOMAR

REFERENCIA")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then
        tmp = Range(Cells(1, 6), Cells(t.muest + 3, 8))
        Range(Cells(1, 10), Cells(t.muest + 3, 12)) =

tmp
        Columns("f:h").ClearContents
    End If
    resp = MsgBox("¿Desea seleccionar nuevas

parejas ordenadas" & Chr(13) _
    & "por " & tipord & "?" & Chr(13) & "NO

significa reordenar", 35, _
     " NUEVA SELECCIÓN O REORDENAR")
    If resp = 2 Then Exit Sub
    If resp = 6 Then GoTo mparej
    If resp = 7 Then GoTo morden
End Sub

Function entrmat(X1, X2, nombhoj, sit1, sit2)
'introduce matrices

    ReDim mat(X1, X2)
    For i = 1 To X1
        For j = 1 To X2
            mat(i, j) = Sheets(nombhoj).Cells(i + sit1, j +

sit2)
        Next
    Next
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    entrmat = mat
End Function
Sub auto_abrir()
    Beep
    MsgBox " BIENVENIDO  AL  PROGRAMA

DEL  HPSAM " _
        & Chr(13) & Chr(13) & "Universitat de

València" & Chr(13) & _
        "versión 1.0" & Chr(13) & Chr(13) & _
        "programado por L. A. Tortajada Genaro"
    With Application
        .ShowToolTips = True
        .LargeButtons = False
        .ColorButtons = True
    End With
    Toolbars.Add Name:="HPSAM"
    With Toolbars("HPSAM")
        .Visible = True
        .Left = 700
        .Top = 100
        .Width = 32
    End With
    Toolbars("HPSAM").ToolbarButtons. _
            Add Button:=222, Before:=1
    Toolbars("HPSAM").ToolbarButtons(1) _
        .OnAction = "HPSAM"
    MsgBox "En la esquina superior-derecha existe

una barra de " & _
        "herramientas para ejecutar el programa

HPSAM" & Chr(13) & _
        "Introduce los patrones del analito, los patrones

de interferente" _
        & " (anulación) y las muestras en sus respectivas

hojas"
End Sub

Sub auto_cerrar()
    Toolbars("HPSAM").Delete
End Sub
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