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1V .4.2.3.2. Construccié de models ANN

Tal i com s acabadecomprovar, lacdibracié per PLSpermet unacorrectaquantificacio delstres
analits.

Malgrat aix0, es va estudiar si una xarxa neuronal artificial podria millorar la capacitat
predictivadds models PLS. Amb aguest objectiu, S assgja una xarxa amb tres nodes alacapade
sortida, la qual permet la quantificacio simultania dels tres analits. Donat que el glutaraldehid és
el que pitjor es quantifica per PLS, tot el procés d’ optimitzacio de |’ estructura d’ aguesta xarxa,
es reditza Unicament en basea lasevaprediccio.

Pero abans de comencar acongruir els models, i donat que el nimero de nodes d’ entrada
ala xarxa ha d’ ésser forca petit, es redueix el nombre de variables experimentals per a poder
realitzar elscaculscorrectament. Aquesta reduccio es fade duesmaneres; enla primeraesreditza
un andisi en componentsprincipals (PCA) de les dadesutilitzades en els models PL S1 anteriors,
i Sagafen €s scores com a dades d ertrada de la xarxa; en la segona es fa una selecci6 de les
variablesoriginals. Elsdostipusdemodes ANN calculats elsanomenem PC-ANN i ANN-dades
originals, respectivament.

Aleshores, esconstrueixen diferentsmodelsANN, i S estudien alguns del s seus parametres.
La comparacié dels resultats obtinguts en cadaun dels models assgjats es fa mitjangart I’error
quadratic mig de prediccié (RM SEP) obtingut per a cada un dels conjunts de mostres preparades
al laboratori.

IV.4.2.3.2.1. PC-ANN

Laprimera etapa en laconstruccio dels models PC-ANN, consisteix en la seleccio del nimerode
nodes en la cgpa oculta, el qual es varia de forma sequencid en diferents models que es
construeixen, mantenint constant elsaltres parametres de laxarxa. Aixi, els scores significatius en
la construccié del model PCA, en aquest cas 16, son escollits com a nodes en la cgpa d’ entrada,
s utilitzalafuncié d’ activacio sigmoidd, i ladistribucio gaussiana dels pesosinicials en el rang de
+/- 0,1.
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M alauradament, elsmillorsresultats s’ assol eixen amb un nimer o diferent denodes pelstres
aldehids, i aleshoreses prefereix escollir e nimero optim pel glutarddehid queésde 4. A lafigura
4.14 es modren dsvaors RMSEP des modes PC-ANN en funcié de nimero de nodes de la

capa oculta pel glutaraldehid en els diferents conjunts de mostres.

1 2 3 4 5 6 7 8
NODES CAPAOQCULTA

Figura 4.14. RMSE pel glutaraldehid calculats amb el model ANN-
PCR (16,h 3) vers &l nimero de nodes h, de la capa oculta. Conjunt de
calibracio (1), teg set (**) i prediccio externa ( ).

Un cop fixat € nimero de nodes en la capa oculta, es creu necessari realitzar també una
sdleccié del nimero de scoresoptim aincloureen lacapad entrada de laxarxa. Aixies comenca
per assga & numero de PCsggnificatius16. A la figura4.15 A-C es mostrenels valors RM SEP
dels models PC-ANN en funci6 del nimero de scores o nodes delacapad’ entrada, pels diferents
aldehids i dsdiferents conjunts de mostres. En aguests models el nimero de nodes de la capa
oculta es manté congant aun vaor de 4, i també s’ utilitza la funcio d’ activacio sigmoidd i la
distribucio gaussanadels pesosinicials en €l rang de +/- 0,1. Tal i coms observaalesfigures, pel
formaldehid i glutaraldehid es produeix una millora considerable en els resultats quan s arriba a
numero optim del model PCA, i a partir d’ aqui la millora continua mica en micaa augmentar €l

nimero de PCs, pero ja no és tan notable. EI comportament del glioxal és forca diferent, ja que
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els millors resultats s obtenen amb un nimero de PCsforca inferior, pero desprésdsresultatsja
no milloren, i a méses produeix un obregjust en els resultats. Després d’estudiar les diferents
possibilitats, es decideix utilitzar tots 25 scores com a dades d entrada a les xarxes, ja que les
prediccions pel glutaraldehid son les millors; el RSEP% en les mostres de prediccio externapassa
d un 5,02 aun 3,88 quan es carvia €l nimero de PCs de 20 a 25.

A lataula 4.3 es mostren els resultats calculats amb el model ANN-PCR (25,4,3) pelstres
aldehids. Es pot veure que €ls resultats son molt igualsals obtinguts per PLS1.

En el procésd optimitzacio del nimero de nodes enlacapa d' entrada i lacgpaoculta, ala
vegadas estudien dtres par ametres deles xar xes. Aixi es pot comprovar que lesduesfuncionsde
transferencia no-lineds, sgmoide i tangencid, donen practicament s mateixos resultats, i que
I"interval inicial i ladistribucio dels pesos, uniforme o gaussiana tampoc influeix en els reaultats
de forma apreciable. També es fan algunes proves normalitzant els soores d’ entrada a la xarxa,
pero ds resultats obtinguts son pitjors als anteriors pel glutaraldehid, ja que els errors son més

grans i alhorahi ha un sobre ajust importart.

IV.4.2.3.21. ANN-Dadesoriginds

En la segona estrategia, per tal de reduir e nimero de variables d'entrada en les xarxes, es
seleccionen només 30 variables dels 13741 valors d’ absorbancia de cada registre. Les variables
escollides sHn esvalorsd absorbancia als maxims del s tres productes de condensacié (310, 404,
306 nm), espaiats cada 100 segons de registre durant els15 minuts dereaccio.

Com en € cas anterior, S estudien diferents parametres de les xarxes, per tal de trobar les
condicions optimes. Araels millorsresultatsen ladeterminaci¢ del glutaraldehid s obtenen també
amb 4 nodes en la capa oculta, perdo d contrari d’aans, utilitzant la funcio de transferencia
tangencia i normalitzant les variables d’ entrada abans dels calculs

A lataula4.4 esnmostren el sresultats obtinguts amb el model ANN-dadesoriginals(30,4,3)
pels tres aldehids, on es pot veure com els resultats pel formaldehid i glioxal son practicament

iguals a's obtinguts per PC-ANN i PLS1, mertre que pel glutaraldehid sbn una mica pitjors.
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Aquestsresultatstan similars, son forga sorprenents, tenint en compte que els models ANN-dades

originals son construits amb només 30 variablesde les 3731 utilitzades pels altres models.
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Figura4.15A-C. VaorsRMSE pel formaldehid (A), glioxal
(B) i gutaraldehid calculatsmodel ANN-PCR (i,4,3) vers e
n° de nodes capad entradai. Conjunt de cdibradé (1), test
set("") i prediccio ext. ().
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Taula 4.3. RSEP%, R i ARSD% cdculats amb el mode ANN-PCR, pd formadehid, glioxd i glutaraldehid en els tres conjunts de mostres.
Arquitecturade lared (25,4,3).

Formadehid Glioxal Glutaraldehid
RSEP% R(M) ARSD% RSEP% R(M) ARSD% RSEP% R(M)  ARSD%
Cdibracio 1,07 6x10'M 1,29 0.77 5x10'M 0.86 2,80 3x10'M 2,60
Test set 224 8x10'M 2,37 1,70 6x10'M 1,14 3,53 4x10'M 3,49
Prediccio ext. 1,33 8x10'M 1,15 1,39 9x10'M 1,56 3,88 5x10'M 4,07

Taula 4.4. RSEP%, R i ARSD% calculats amb el model ANN, pel formaldehid, glioxal i glutaraldehid en els tres conjurts de mostres. Arquitectura
delared (30,4,3).

Formadehid Glioxal Glutaraldehid
RSEP% R(M) ARSD% RSEP% R(M) ARSD% RSEP% R(M) ARSD%
Cdibracio 1,28 7x10'M 1,43 0,92 5x10'M 0,97 4,35 4x10'M 3,68
Test set 2,70 7x10'M 2,03 141 7x10'M 1,27 4,57 5x10'M 3,74

Predi cci6 ext. 1,53 9x10'M 1,27 1,05 5x10'M 0,85 5,89 7x10'M 6,65
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1V.4.2.3.3. Conparacio dels métodes de calibracié emprats

En aqued trebal s ha comprovat que tant el PLS comel ANN, poden modelar perfectament les
no-linealitas originades per un mecansme de reaccié de segonordre. El PLS, malgrat sigui un
metode de cadlibracio lined, gjusta molt bé el comportamernt del sstema mitjancant la utilitzacio
d un ndmero addiciond de factors, superior ales especies quimiques que contribueixend senyd.

Els resultats que s obtenen enambdds metodesde cdibrad ¢ son molt bonsi practicament
iguals, amb RSEP inferiorsal 2 % pel formaldehid i glioxal, i inferiors a 5 % pel glutaraldehid.
En aqueda situad 0, es preferax d PLS1 degut a la sevamajor simplicitat vers al ANN.

A part de la complexitat inherent del ANN, es necessita molt de temps per aconseguir un
bonmodel, en contrast anb el PL S, i alhorahi hauna major tendénciaal sobre gjust de les dades.
Una dltralimitacio important del ANN és el fet que el nimero de variables d’ entrada ha d’ éser
molt reduit quan el nombre de mostres no esmassagran, i axo fanecessariaunaseleccio prévia
de les variables experimentals.

Pero inclis amb totsaquest inconvenients, el ANN hademostrat ser una técnica molt potent
pel tractament de sistemes dnetics complexos ja que Unicament amb una sdeccié adequada
d’ unes poques longituds d’ ona mesurades atemps molt espaas, s arribaaresultatsmolt similars
als obtinguts per PLS1 utilitzant practicament totes les variables registrades.

A més, segurament es podrien haver obtingut millors resultatss s haguessn assajat models
ANN individuas per cadaanalit. Aixo no s hafet perque tant pd formadehid com pd glioxa ds
resultats ja On prou bons i interessavameésveure s es podiamillorar pel glutaradehid invertint
el minimtemps possible enels cAlcus. Pard com es sospitava, lamillorano ésprodueix i €l PLS
arriba ja ales millors prediccions possibles pel glutaraldehid, tenint en compte la magnitud de
I’error experimental existent en les dades dnétiques. Aquest error produit per petits canvisenles
condicions de reaccio, afecta molt més a glutaraldehid que als altres aldehids, ja que la seva
contribucié al senyal és molt més petita, i per tant, tampoc és sorprenent que els pitjors resultats

S oltinguin amb ANN-dades originalsja que hi ha moltes menys variables pa a suavitzar-I' ho.
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Taula 4.5. Contingut mig de formaldehid, glioxa i glutaraldehid (g/100g mostra) i € seu corresponent intervala = 0,05, obtingut mitjangcant HPLC
i dsmodels PLS1 (n=9) pel metode dnetic desenvol upat.

PLS1 HPLC
Formadehid Glioxd Glutaraldehid Formddehid Glioxal Glutaraldehid
DIESIN® NORMAL
(0.7/1,8/0,4/1000) 0,69 + 0,03 1,65+ 0,11 0,39 + 0,02 0,73+ 0,03 1,74+ 0,11 0,40 + 0,03
DIESIN® RAPID 75402 72401 33403 78+02 76402 33+02

(8/8/4,5/100g)
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IV.4.2.4. ANALISI DELS DETERGENTS COMERCIALS

Després de comprovar que el métode proposat per la determinacié ssmultania de formal dehid,
glioxal i glutaraldehid proporciona molt bons resultats quan s'aplica a mostres preparades al
laboratori, s aplicaal’ andlisi dels dos detergents desinfectants comercials.

A lataula4.5 esmostrael contingut mig (en mg per 100 g de mostra), amb € seu interval
de confianca per un nivell designificacio del 95 % per I’ gplicacio ddsmodds PLS1, aixi com s
obtinguts per HPL C. Elsresultats son practicament identics per aplicacio dels models ANN, i per
aixo no es mostren.

Es compar en elsvalorsmitjos obtinguts i la seva precisé mitjancant € the Student’ s t-test
i F-test, i esveu que per un nivel de significacié del 95 % no hi ha diferéncia dgnificativa entre

el resultats obtinguts pel métode cirgtic i els obtinguts pel metode cromatografic.

IV.4.3. CONCLUSIONS

Sha posat a punt un méode d andisi cinético-espectrofotomeétrics per a la quantificacié
smultania deformadehid, glioxd i glutaradehid, per reaccié amb MBTH seguint unmecanisme
cinetic de segon ordre. S utilitzen les técniques de calibracio multivariades PLS1 i ANN pel
processament de les dades registrades, les quals contenen gran informacié espectral i cinetica
discriminant pels diferents analits, i es comprova que ambdues sdn tecniques de cdibracié molt
adequades en aguests tipus de sigemes ciretics. El métode desenvolupat és sdlectiu i sengbleals
aldehids, i permet quantificar-los en detergents dednfectants comercials de composicié molt

diferent i complexa, obtenint resultats que no difereixen dels trobats pel metode cromatografic.
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IV.5. METODE CINETIC PER M OSTRES CONCENTRADES

IV.5.1. INTRODUCCIO

Enaguest segontrebal esposa apunt un procediment alternatiu per aladeterminacio simultania
cinetico-espectrofotomeétrica de formadehid (1), glioxa (I1) i glutaradehid (111), a patir de la
mateixareaccio de condensacio amb MBTH. L’ objectiu es analitzar directament lesmostres de
detergent sense cap etapaprévia de diluao.

Aquest objectiu s aconsegueix en unes determinades condicions experimentas en les que
la concentraci O de reactiu és molt inferior alaconcentracio dels adehids en lesmescles, situacio
gue donalloc a un sistema cinétic de pseudoprimer ordre respecte al readiu.

Si es condderaun d¢emade dosanalits (A, B) que reaccionen amb un reactiu comu R per

adonar lloc as productes P,, P,, en condicions de pseudoprimer ordrerespected reectiu, tenim

d[P.] d[P,] __ d[R]

at at ar - Eat K'5)R]

gue lavelocitat dereaccid pot expressar-se com:
onk’, =k, x[A],; K's =kg* [B], s0n les pseudo constants de velocitat de A, i B, respectivament.
Si s'assumeix que les concentracions inicials dels productes P1 i P, son zero, d sistema

d’ equacions diferencial s anterior té la segiient solucié analitica:

[k'B fk.AJrE—r:uhucB)t]
(kg g +1)

[Pl]t = RD 1-

3)

(4)

(k'glky ) ,
[F2li= Eyg m[l- et Kot

on [P], i [P, s0n les concentracions de P, i P, auntemps t i R, es la concertracio inicial de
reactiu.

A unalongitud d' onadonada , i tempst, I'absorbanciadelamescla espot expressar com:
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Agr =Rl +2,0 5], (5)

on , i , sonelscoeficientsd absortivitat de P, i P, , i | és el cami optic.

Delesequacionsanterior shi hados aspectesimportants hadestacar; el primer ésqueel que
realment determinalavelocitat global dereaccié éslasumadelespseudo constantsk’ ,+k’ ; essent
la contribucié de cada analit al senyal global funcié del producte de la seva constant de velocitat
per laseva concentracid, i € segon que siguin quines siguin aguestes concentracions la quantitat
total de producte que esformaal find de lareaccid sempre ésla mateixai ve determinada per la
concentracio de partida de readiu, R,. Quan e que es segueix és |’ alsorbancia dels productes
derivatsdelareaccio, ambdues caracteristiquesfan que sgui dd tot indigpensable per laresolucié
d’ aquests sstemes cinétics que els productes presentin espectres diferents, i que s'utilitzi la
diferent informacié que proporcionen mdltiples longituds d ona Si en canvi els espectres son
identics, tenim la mateixa velocitat de reaccié per mescles diferents que presenten els mateixos
valorsdek’ ,+k’ 5, i ahoral’ absorbanciaregisradaaquasevol temps éstambé exactament igual,
no essent possible discriminar la contribucié de cada espécie.

En un trebal previ [Blanco, 1996b] esvaestudiar per una mesclabinaria I’ efecte sobrela
capacitat predictiva de la superposicid espectrd, relacié de les pseudo constarts de velocitat i
procediment de calibracié multivariable.

En el present trebdl, alamgor complexitat inherent alanaturdesadeles reaccions, seli
afegeix el fet que les condicions experimental son poc favorables per la determinacié del
component minoritari enlesmescles, el glutaraldehid, el qual presentauna pseudo constant k’ molt
desfavorable a troba-se en gran defecte a lamescla, i d ser també e component amb unamenor
velocitat de reacc6. En agueds tipus de Sgemes é molt important que compost lent pugui
competir amb els altres analits pel reactiu, ja que en d moment que s ha consumit tot el reactiu
del medi, agued no pot contribuir mésal senyal mesurat encaraque s utilitzi untemps de registre
gran. Un dtre efecte no desitjat s’ origina en afegir les mostres de detergerts directament ala
cubeta de mesura, ja que la presencia d’altres compostos a elevades concentracions poden

interferir en lareaccio delsaldehidsi complicar I'andis.
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El seguiment de lareaccié esfacomen el treball anterior, registrant I' evolucié del’ espectre
combinret dels productes de reaccio. El conjunt de dades obtingudeses processen també per mitja
de PLSi ANN, pero es creu que I’ aplicacio de les xarxes pot proporcionar millors resultats a
tractar- se d’ un sigema que es desviatant d’ un comportament lined, tal i com ja etadescritenla
bibiografia [Blanco, 1996k .

IV.5.2. RESULTATS | DISCUSSIO

IV.5.2.1. REACCIO DELSALDEHIDS AMB MBTH

Lareaccio de condensecio que s utilitzaen aquest treball ésla maeixa que en I'anterior, nomeés
gue aral’ ordre cinetic delareaccid ésde pseudoprimer ordre respecte al reactiu, com a resultat
de lamodificacié de les condicions experimentals.

L’ etapa inicial consisteix en buscar el pH més adient que, com ja s ha vist abars, és el
parametre que mésinflueix en lavelocitat dereaccio. A un pH de 5, laveocita dereaccio ésmolt
rapida, jaque es consumeix de forma practicament instantania latotalitat del reactiu present. Per
tal de disminuir aquesta velodtat de reaccié a uns limits considerats adequats per les nostres
condicions experimentals de mesura, s estudien medis de reaccié meés acids Com a soluci6 de
compromis s escull un pH de 2, mantenint |a concentracié de MBTH a 1x10“*M. Malgrat que a
pHs inferiors la reaccié de condensacio transcorre de forma encara més lenta per tots els
compostos, aquests no es consideren una opcio ja que per poder obtenir una contribucid
sgnificativa per part dels tres analits, especialment pel glutaraldehid, s ha d’ augmentar molt e
tempsd’ andlisi o bé laconcentracié de MBTH. Ambdues possibilitats esrebutgen d’ entrada, i es
prefereix treballar comabans amb unaconcentracié deMBTH 1x10* M, jaque avalors superiors
I’absorbancia dels productes formats arriben a agafar valors d’ absorbancia molt superiors a
I’unitat.
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Figura 4.16. Espectre de MBTH (—), i dels derivats del formadehid
(—), dlioxa (- -) i glutaraldehid (---) als 10 minuts dereaccio.

A lafigura 4.16 es mostren els egpectres d’ absorbancia dels productes de reaccié als 10
minuts, dels dif erents adehids purs ales concentr acions corr esponentsal nivell central del disseny
de calibracié. Es pot veure que les aldazines derivades presenten espectres molt smilars ds
anteriors, per 0 amb un lleuger desplacament hipsocromic, i com abans € glioxa també absorbeix
en solitari al voltant de 400 nm ( ,,,,.=384 nm). A laregi6é centrada a 300 nm tenim una gran
superposicio espectra per part dds derivatsdelstres aldehids, amb maxims poc definits peroforca
propers. També es pot veure que d glutaradehid quasi no reacciona, i per aquests motiu en les
condicions detrebdl no assoleix € seu maxim d' absorbancia. Donat que en unamesclala seva
contribucié sera encaramenor, es plantejael dubte sobre s € glutar aldehid contribueix realment
o noal senyal dunamescla. Un estudi detallat delavariacio espectral enlazonade 300-310 nm,
per meclescontenint lamateixaconcentracio deformadehidi glioxd, i concentracions variables
de glutaraldehid posa de manifest |a preséncia de petites variacions espectral s sistematiques, pel

gue es continua anb I’ esudi de la seva quantificacio.
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Per tal d’ expressar la similitud espectral, s utilitza en agquest casd coeficient de correlacio
entre els espectres, essent de 0,800 entre €l derivat del formaldehid i del glutaraldehid, de 0,320
entre els derivat del formaldehid i del glioxal, i I’ Gltim de 0,260 entre el derivat del glioxal i del
glutaraldehid. Segons aix0, malgrat que els diferents compostos absorbeixen en la mateixa zona,
lesbandes son prou diferenciades entre elles A part, laintensitat de les bandes també és forca
diferent, essent elsvalors d’ absortivitat molar aparents cal culats a 300 nm de 12500, 9600 i 8000
Ixcm*xmol™* pel formaldehid, glioxal i glutaraldehid, repectivament.

Lavelocitat dereaccio es segueix mitjancant el regigrede |’ espectre complert delesbandes
dels productes de condensaci ¢ durant un temps total de 10 miruts. No s agafen temps més llargs
de registre, ja que en d temps corsiderat € reactiu es consumeix totalment i aeshores la
contribucié al’ absorbanciaper part del sanalits no es veu modificada en absolut. A lafigura4.17
A-B esmostren ds perfilscinéticsa300 i 384 nm dela mescla corresponent al nivell central del
disseny de calibracio i de les dissolucions puresdels tres aldehids a les mateixes concentracions.
Espot veurecom a300 nm lamajor contribucio al’absorbancia de lamescla es deu al derivat del
formadehid el qud presenta unamajor velocitat de reaccié (k, = 0,251 mol *s-1, k, = 0,151 nol
1s1ik,=0,121 mol *s-1) i unaabsortivitat molar aparent méselevada. En canvi lacontribucié
del glutaraldehid é molt petita ja que al fet de ser el compost que reacciora amb una menor
velocitat i que presenta la menor absortivitat molar, també se li suma € fet que la seva
concentracio és molt menor alaconcentracio dels atres aldehidsen les mescles. Aixo faque les
actuds condicions de trebal, no siguin gens favorables a la quantificacié d’ aquest aldehid. Per
acabar esmentar que d igud que aans, alaregié centradaa400 nm només hi ha la contribucié
per part del derivat del glioxd, i quetambéel perfil dedissolucions pures no escorrespon al perfil

en lesmexcles el qual és funcid de les concentracions de la resta dels aldehids.
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Figura 4.17. Pefils cinétics a 300 (A) i 384 nm (B) dels derivats del
formadehid (- -), glioxal(...), i glutaraldehid (---), i el d’ unamesda(—).
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IV.5.2.2. ANALISI DE MESCLES TERNARIES D’ ALDEHIDS

Un cop estudia e sistema experimental, es passa a la quantificacié de formadehid, glioxa i
glutaraldehid en mescles preparades a laboratori. Aqui tambe s’ utilitzala matriu de dades X per
la construccié dels diferents models de calibracio, la qual conté 5551 valors d’ absorbancia (61
espectres) per acadamostra. Aramés que abans, lautilitzacio de lainformacio cinéticaamiltiples

longituds d’ ona constitueix un punt clau en la resolucio d’ aqued sistema cinetic tan complex
plantejat.

300 330 360 300 420 450
LONGTUD D'ONA (um)

Figura 4.18. Evoluci6 espectral dels productes de reaccio d’ una mescla.
Des 61 egectres registrats (cada 10 s durant un tempstotal de 10 min),
nomes es mostren els registrats cada 30s.

A lafigura 4.18 es mostral’evoluci6 espectral amb d temps dels productes derivatsdela
reacci0 de condensacio dels tres aldehids amb MBTH, per la mesda central dd disseny de
cdibracié sotalescondicions experimental sescollides Tenim quelabandacent radasobre 300 nm
conté la contribuci6 mgoritaria per part de les ddazines del formadehid i glioxd, i de forma
minoritaria de I’ ddazine del glutaraldehid, i que la banda centrada sobre 400 nm només conté la

de I’ aldazine del glioxal. En ambdues regions de |’ espectre de la mescla, I’ absorbarcia creix de
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forma desigud a mesura que dls diferents productes es van formant, i la velocitat en cada una
d’ aquestes regions és funcidé de la suma de les pseudo constants dels components que hi
absorbeixen. Aixi tenim que mescles que contenen diferents concentracions de formaldehid i
concentracions constants dels atres adehids, lavelocitat dereaccié a 300 nm és cadacop ésmés
elevada, tal i com espot veurealafigura4.19 A. Unaltre aspecte que destaca alafiguraés el fet
gue encara que s augmerti forca la concentracié de formaldehid, I’ absorbancia no augmenta de
la maeixa manera, sind que aguesta es nodifica en funcid de la nou composicio de lamescla, la
qual contéun percentatge cada cop meés alt del derivat del formadehid respecte ds derivatsdels
atres aldehids. Aqueg percentage esta determinat per la nova relacio de pseudo constants de
velocitat entre els andits, la qua es troba afavorida pel formaldehid en augmentar la seva
coneentrecio.

A lafigura4.19 B espot veure que per un conjunt de mostres que contenen la mateixa
concentracio deglioxd i glutaraldehid, i concentracio creixent en formadehid, on s observacom
la contribucié del’ aldazide derivada del glioxal, la qual absorbeix en solitari alalongitud d’'ona

representada, és cada cop més petita a mesura que la concertracié de formaldehid augmenta.
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Figura 4.19 A-B. Perfils cineticsa 300 (A) i 384 nm (B) d’un conjunt de
mostres amb concentracions creixentsde formal dehid, seguint lafletxa.

Coms haesmentat abans, esrealitzaun petit estudi per veuresi labanda centrada sobre 300
nm realment conté informaci6 del glutaraldehid o s I'extensé dela sevareaccié amb MBTH és

inapreciable a les condicions de trebal. A lafigura4.20 es modrala variacio de la 1a derivada

187



Determinacid de mescles ternariesd’ aldehids

amb el temps per lamescla central del disseny de calibraci, on es pot observar la presenciad’ un
purt pseudoisobeéstic a 304 nmsimilar al purt isobestic que apareix a 302 nm per la laderivada
d'una soluci6 puraque conté unicament formaldehid. Aixoreflexalagransimilitud espectral entre
els diferents productes de reaccio en aqueda regié espectral, i a la vegada, que aguest |leuger
desplacament del punt isobéstic pot ser en part degut al derivat del glutaraldehid. Per a poder
afirmar aixo, es representen els valors de la derivada a 302 nm al firal del registre cinétic d’'un
conjunt de mesd es que corntenen els 5 nivell sdif erents deconcentracio del glutard dehid utilitzats
enlacalibracio, i lamateixaconcentracio enelsdtresddehids. Com espot veure alafigura4.21,
exigex realmert una certa dependencia anb la concentracio del glutaraldehid que ens permet
concloure que encara que molt petita, s que existeix una contribucié d’ aguest analit al senyal

regidrat.de lavariacio espectrd en lazonade 300-310 nm.
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Figura 4.20. Espectre de la 1a derivada del sproductes dereacci0. Dels
61 espectres registrats només es mostren els registrats cada 50s.
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Figura 4.21. Valor dela laderivadaa 302 nm als 10 minuts dereaccio,
per mescles de concentraci6 creixent en glutaraldehid.

Uncopshaviavigtot aixo, es procedeix ala construccio desmodelsdecalibracio S’ assga
primerlaregressio parcia per minimsquadratsPL S, i acontinuaciolesxarxesneuronalsartificials,
lesquals, adiferénciadels anteriors, presenten unaelevada ficienciaper a resoldre sigemesamb

un fort caracter no-linedl.
IV.5.2.2.1. Construccié de models PLS1

Com en d procediment anterior, abans de congruir es diferents modes PLSL, es reduex la
guantitat de variables contingudes en la matriu de dades cinetico-egpectrof otometrica, per td
d evitar al m&im un excés de variables molt correlacionades i poder reduir el temps de calcul.
Aixi s agafen els valors cada 6 nm enlloc de cada 2 nm en la regi6 espectral de 360-468 nm on
només hi havia labandaampladd derivat dd glioxa. Lareduccié del nimero d’ espectrestambé
esconsidera, jaque la reaccio és practicament compl eéaper moltes mostres abans de finalitzar el

temps de registre considerat. Perd aixo era un pas critic perqué la importancia de la informacié
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continguda a temps llargs és diferent per cada aldehid, i es prefereix fer la seleccié de forma
individual d’ aquesta varialde a partir de I estudi dels models PLS1.

La sdeccié de les varigbles epectrds es fa de forma empirica assgant varis intervals
espectrasi de tenps, en fund 6 dels egpectres dels productes dereaccio i de I' extens 6 en qué té
lloc la reaccid per cada analit, respectivamert. Tant el formaldehid com e glutaraldehid es
guantifiquen millor agafant Unicament la banda d’ absorbancia centrada a 300 nm (290-360 nm).
En canvi, € glioxa esquartificamillor agafant tot I’espectre complert (290-468 nm), jaquela
bandacentradaa400 nm contéinformacio privilegiadaper aqueda espécie, malgrat que ensolitari
no sigui suficient deguda a la complicada dependenciadd comportament cinetic del glioxa amb
les concentracions dels dtres adehids en & medi.

En referéncia a temps de reaccio, s observa que tant el formaldehid com el glioxal es
guantifiquen molt bé per atemps curts de mesura (€els primers5 minuts), sense que |’ augmentar
I"interval deregistre millorin els resultats. El cas dd glutaraldehid és bastant diferent, jaqueels
temps alts aporten informacio Util per lasevaresolucid, i en canvi no ho fanelstempsinferiorsa
2 minuts. L’interval considerat per aquest aldehid és de 2-10 minuts.

A part, també s assagen models amb els eectres de la primera derivada respecte ala
longitud d’ ona a cada temps, a partir de I' aplicacié de I’ algoritme de Savitzky-Golay amb un
polinomi de segon ordre i un dimenso definestravariable. Elsresultats no milloren, segurament
per laperduade informacié alongituds properes a300 nm i de sensibilitat. Finalment, es proven
models PLS1 pel glutaraldehid ambles variables espectrds escalades, € qual curiosament tampoc
es veu afavorit anb aquest tractament.

Malgrat s obtinguin bons models, amb una bona capacitat predictiva per les mostres del
laboratori, al predir les mogres de detergents s'obtenen resultats molt dolents A lafigura4.22
A esmostral’ error relatiu enlapredica 6 del glioxal enlesmostresdel conjunt deprediccié extern
i en un dels lots de produccié de Diesn® Normal. S observa que les mostres de laboratori es
prediuen correctament perd que les de Diesin presenten una desviacio sistematica importart.
Aquests resultats tan desfavorables, s atribueixen a I’ elevada concentracié d’ altres compogos
procedents de la matriu del detergent, sobretot as tensioactius per formacié de miscel les, les
qualsprovoquenquetant|’ espectrecome comportament cinetic d’ aquestesmostresreal sno sigui

exactament € mateix que el comportament delesmostres sntétiques. Després d estudiar endetall
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elsdos grups de mostres, esveu quehi haagunespetites diferéncies, sobretot per longitudsd’ ona
properes a 300 nm (290-340 nm) i temps curts de reaccio, i que justament agquestes variables

presenten residuals molt superiors en les mostres reals.
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Figura 4.22. A-B. Error rdaiu enla prediccié del glioxal en le mostres
de prediccio extern (**) i del lot B de Diesn Normd (1) (A). En (B) €
conjunt de cdibracio inclou mostres dd lot A de Diesn Normd ().
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Es plantgala elimnacié d’ aquestes variabes, pero les prediccions no milloren massai en
canvi els models que es construeixen son forca dolents, ja que justament en aguests vdors
d  absorbancia és on es troba continguda lainformacié més important del sistema. Aleshores es
provatambédederivar el sespectresd’ absorbanda, pero no s’ aconsegueixen millores apreciables,
malgrat que els dos conjunts de mostres s assemblen una mica més.

Llavors s opta per introduir aguns espectres de sstemes reas d un lot de produccio de
Diesn®Normal en el conjunt de calibracié i detest-set, 61 3 mostr es respectivament, mantenint
lesmostres de |’ atrelot com aconjunt per acomprovar lavalidesadel model. D’ aqueta manera
les mostres del laboratori goorten la informacio deguda a la diferencia de concentracié i les
moastres reals |’ efecte de la matriu [Blanco, 1998; Riley, 1998]. Els nous models calculats,
presenten ara una capacitat predictiva de la mateixa magnitud tant en les mostres preparades en
el laboratori com en les del detergent (figura4.22 B).

El nimero de factors sgnificatius trobats en els diferents models PL S1 construits amb les
variables espectrals que s han indicat abans, és de 11 pel formadehid, de 8 pd glioxal, i de 9 pel
glutaraldehid. Com en el sistema cinétic anterior, aquest valor de factors és molt superior al
numero d’ anditslaqual cosas atribueix tambéales no-linealitatsintroduides al sistemaactual pel
complicat mecanisme cingtic de reaccio. A lataula 4.6 es mostra el RSEP%, laR i la ARSD%
obtinguts d quantificar ds diferents conjunts de mostres preparades a |aboraori, mitjancant
aguests models PLS1.

Es pot observar que el formadehid i el glioxal es quantifiquen amb molt bona exactitud i
precis6é (RSEPi ARSD comparables 3,5-4%). Pero tenimque el sresultats en conjunt son forca
pitjors en |'actual sigema cinétic, i aixd segurament es deu a fet que ara la variabilitat en les
constant dels diferents processos involucrats afecta de forma molt directe a la precisio en les
prediccionsdels analits, segons es dedueix de I’ equacio 4.

Pel glutaraldehid la quditat dels resultats és molt inferior, ambun valor de RSEP 9% i
significaivament superior al valor del ARSD ( 5%). Aix0 indica que €l PLS1 no és capag de
modelar bé el comportament d’ aquest andlit com a consegienciade lasevabaixacontribucié, la
qual pot quedar confosa amb € soroll experimentd o bé amb el senyal mgoritari per part dels

atres andlits.
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Per tal de comprovar-ho, esmostrenlesfigures 4.23 A-C on esrepresenten lesprediccions
individuals per a cada analit vers la concentracio afegida enles mostres del conjunt detest st i
de prediccio externa, i a lataula 4.7 €s parametres deregresso d’ aquedes rectes. Espot veure
gue mentre que pe formadehid i glioxal no sembla que hi hagi la presencia d’ errors sistematics
en les prediccions, pel glutaraldehid larecta corresponent al conjunt de prediccié extern esdesvia
dela recta tedrica de pendent unitari, cosaque afirmal’ hipotes de que els models de cdibracié
PLS1 calculats per aquest andit no sdn prou bons. A la vista d’aixo, es decideix assajar una

calibracio per xarxes neuronals (ANN).
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Taula 4.6. RSEP%,R i ARSD% calculats amb els models PLS1 pel formaldehid, glioxal i glutaraldehid en els tres conjurts de mostres. Numero de
PCs utilitzats en el model: a= 11, b= 8, c=9.

For madehid? Glioxal Glutaraldehid®
%RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD %RSEP RM)  %ARSD
Calibracié 3,34 2,2x10°M 3,18 3,63 2,8x10°*M 3,90 8,69 6,1x10"M 4,78
Test set 3,66 1,8x10°*M 2,46 3,99 3,7x10°*M 3,73 6,20 6,3x10*M 4,93
Prediccio ext. 3,43 2,5x10°M 3,34 354, 3,5x10°M 3,50 8,63 6,1x10“M 4,24

Taula 4.7. Parametresde la recta concentracio PL S vers concertracio real de formaldehid, glioxal i glutaraldehid, per les mostres de calibracio, test
set i prediccio externa. Intervals de confianca del 95%. NUmero de mostres: a= 106, b=35i ¢ =32.

Formaldehid Glioxal Glutaraldehid
Ordenada Pendent Coeficient Ordenada Pendent Cosficient Ordenada Pendent Coeficient
Origen corrdacig, r Origen corrdacig r Origen correlacio,
Cdibracié® (4+£5)x10* 0,99+0,02 0,992 (2 £8)x10* 0,10+ 0,02 0,992 (2+£2)x10*  0,95+0.04 0,95
Test sat® (0,.8+1,2)x103 0,96+0,05 0,98 (0,7+2)x10°  1,03+0,06 0,97 (1£3)x10* 0,97+0.08 0,95
Prediccié® (0,02+1,6)x10°  0,98+0,06 0,98 (0,4 £2)x10°  1,02+0,05 0,998 (7 £3)x10*  0,80+0.05 0,97
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Figura 4.23 A-C. Concentraci6 trobada a partir dels models
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[V.5.2.2.2. Construccié de models ANN

La segona etapa d aquest trebal també consigeix en la utilitzacié de les xarxes neuronals
artificials, jaque es pensa que poden ser unaeinamolt vauosa pe tractament d aquest sisema
especiament complicat. Al mateix temps, i també com a oconseqiéncia d’aquesta major
complexitat, es considerar oportu estudiar mésen detal cadaaldehid per mitjadelaconstruccid
de models ANN amb una Unicaneurona ala capa de sortida, els quaspermeten quartificar-los
de forma individual. Aixo d entrada fa allargar molt el temps de calcul, pero es creu que els
resutatstendiran ase millorsquesi s’ utilitzaun model conjunt pelstresandlits, tal i comes troba
descrit en labibiografia[Ni, 1999; L 6pez-Cueto, 2000].

Aixi doncs, el sdiferents parametres de les xarxes son estudiats amb |’ objectiu de trobar les
condicions optimes per a cada aldehid, i només s’ assagenr models del tipus PC-ANN per tal de
poder treure el maxim partit tant de les diferencies cinetiques com espectrdsentre els dif erents
productes de reacd 6. Aquests models PC-ANN es construeixen a partir de la utilitzacié de
diferentsconjuntsdevariablesdelamatriu cinética. I nicialment s assgjael rang complert, i després
esvareduint el nimero devariables seguint lespautesque permet arribar dsmillorsresultatsamb
els models PLS1.

Un aspecte que es considera d’especial importancia en la construccié d' aquests models, és
la seleccié del nUmero de PCs d’ entrada en cada una de | es xarxes, cosa que ens portaprovar per
acadaun dels modds tres criteris de selecci6 difererts. En el primer s'agaen un nimero alt de
PCs cdculats en els models PCA, en aquest treball 15, en € segon s agafen nomes els PCs
significatius segons €l criteri proposat per Haaland, i en € Ultim s agaen només els PCs que
mostren unacerta correlacio (coeficient decorrelacio superior a0,1) amb |’ aldehid que s analitza.
Aguest parametre decorrdecio s ohté de larepresentacié de cada un dels PCs calculats front la
concentracio de I'aldehid en qliestié. Curiosament, cada una d’ aquestes tres maneres diferents
d escollir lesneurones d entrada ales xarxes, ésla millor en I’andlisi d’ un dds aldehids, on enel
cas dd glutaraldehid laseleccid per correlacio és la mes efectiva. Aixo Ultim s atribueix a quéla
variabilitat deguda aaguesta espécie en ds modds PCA ésmoalt petita com aconseqlienciade la
seva baixacontribuci6 al’ absorbanciadelamescla, i quejuntament amblacomplexitat del Sstema

cinetic provocaque dgunsdels PCs calculats, inclis desinicias, no mostrin relacio amb laseva
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concentracid, sind que mgjoritariament expliquen les variacions de concentracio de les altres
especies.

Aleshores, es construeixen ds diferents modes assajant primer la funcié dactivacio
sgmoidd, i ladistribucié gaussiana dels pesos inicials enel rang de +/- 0,1, mentre que d nimero
de neurones de la cgpaocultaesvariades de 1 a4. No es considera un niumero de nodes superior
jaque aqueds nous models individuals sonforca simples. Un cop s arriba alamillor arquitectura
en cada cas estudiat, estorna a construir € modd provant també la funcié tangencid, i la
digribucié uniforme dds pesos inicials, amb |’objectiu d’experimentar com afecten agqueds
parametres ds resultats. Pero els millors resultas s'obteren amb els parametres estudiats
indament, i nomeéslafundo tangencid mostra ser lleugerament superior en els models cd culats
pel formadehid. Findment, també es fan dgunsmodels pel glutaraldehid normalitzant els scores
d entrada a laxarxa, pero en cg d’ ells esmilloren els resultats ja ohtinguts.

A lataula 4.8 es mostren els millors reaultats obtinguts en quantificar els aldehids pels
diferents conjuntsde mostres, mitjancant els models PC-ANN (13,2,1) pel formaldehid, (15,3,1)
pel glioxal, i (6,3,1) pel glutarddehid. Enla construccié d aquests models, només s utilitza una
part de la mariu de dades obtinguda del registre cingtic, i paral lelanent alsmodels PLS1, pel
glioxal s utilitza’espectre complet registrat finsals 5 primers minuts de reacci, mentre que pel
formadehid i glutaraldehid només s' utilitza la banda centrada a 300 nm, durant els primers 5
minuts, i dels 2 als 10 minuts, respectivamert. A lataula 4.8 es pot veure com els resultat s tant
pel formadehid com pel glioxal son practicament identicsalsobtinguts per PL S1, mentrequeels
resutas pel glutaraldehid son ara forcamillors, amb un vaor del RSEP% 6 % i ARSD% 5.
Sembla doncs, que la ANN presenta una major capacitat que el PLS1, per modelar la petita
variabilitat deguda a aquest analit en les mostres. Per tal de comprovar-ho, alafigura 4.24 es
representen | es prediccions individual s vers la concentraci6 af egida en les mostres del conjunt de
test set i de prediccio externa, que conjuntament amb els parametresderegressio d’ aquestesrectes
(la taula 4.9) permet concloure que no hi ha ara la presencia d’errors sistematics en les

prediccions.
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Taula 4.8. RSEP%, R i ARSD% calculats amb els models ANN-PCA pd formddehid, glioxal i glutaraldehid en els tres conjunts de mostres.
Arquitectura de les xarxes: (13,2,1)?, (15,3,1)®, (6,3,1)¢, respectivament.

Formadehid Glioxal Glutaraldehid
%RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD
Calibracié 2,94 1,7x10°M 2,48 2,,52 2,9x10°M 3,05 6,06 5,2x10“M 4,06
Test set 3,56 2,1x10°M 2,83 3,90 3,6x10°M 3,87 6,18 6,1x10“M 4,83

Prediccio ext. 3,86 2,7x10°M 356 3,52 3,4x10°M 3,35 5,91 6,1x10*M 4,25




Capitol 1V

0.700 -

0.600 -

0.500 -

0.400 -

0.300 -

0.200 4%

GLUTARALDEHID TROBAT (M)

n- ln“ T T T T T 1
0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800

GLUTARALDEHID AFEGIT {})

Figura 4.24. Concentraci6 trobada a partir del model ANN-PCA (6,4,1)
pel glutaraldehid, vers la afegida en mogres test set () i prediccio
externa( ).

Taula4.9. Parametresdelarectaconcentracio ANN-PCA versconcentracid real deglutaral dehid,
per lesmogtresde calibracio, test set i prediccid externa. I ntervals de confiangadd 95%. NUmero
de mostres: a= 106, b=35i c = 32.

Glutaraldehid
Ordenada Pendent Coeficient
Origen correlecio, r
Cdibracio? (1£2)x10* 0,98+0,03 0,98
Test set” (1£3)x10* 0,94+0,06 0,98
Prediccio® (0,2+2)x10* 0,97+0,05 0,992
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1V.5.2.2.3. Conparacio dels métodes de calibracié emprats

Tal i com s esperava d’ un bon principi, en agquest treball s hacomprovat que les ANN tenen una
major capacitat pel tractament de les dades obtingudesde I’ andlisi cinétic, quan lesreaccions que
tenen lloc presenten un compo rtament marcadament no-lineal, i per tant, en aquests casconcret
es prefereixen els modes ANN-PC front als modds PLSL. L’ anterior afirmacio s ha pogut
experimentar en la quantificad 6 del glutarddehid, onlaqualitat dels models construitsaixi com
de les prediccions assolides, son forca millors. En carvi, en la quantificacio del formaldehid i
glioxd, els dosme&odesde cdibracié multivarible, han aribat aresutas practicament identics,
cosaque s atribueix al fet que no es possilde millorar les prediccions per sotade lareproduibilitat
del metode cinétic.

Enl'actud sigemacinétic estudiat, laprecisio obtingudaen lesprediccionsdelstres andits
ésforcameés pobre que en & metode cinétic anterior, deguda lamgor influencia de la variabilitat
en les constant dels diferents processos involucrats, cosaque provoca queels redultats obtinguts

en conjunt no siguin tant bons.

IV.5.2.3. ANALISI DELS DETERGENTS COMERCIALS

Seguint |I’esquema utilitzat fins a moment, la darrera etapa del treball s arriba en demostrar
I’ aplicabilitat del métode cinétic posat a punt, en mostres que es troben a mercat. Aixi doncs,
S analitza un lot de detergent desinfecta Diesin® Normal, el qual no ha edat utilitzat en la
congruccio dels models de calibracié. Aquest vegada pero, no éspossible I’ andlisi del detergent
Diesn® Rapid, ja que com a conseqgiiencia de les caracteristiques tant extremes o peculiars del
metode cinétic actual, les quantitats dels diferents aldehids no poder ser contemplades en ds
nivells del disseny de calibracio, per ser aquestes forca més el evades.

A lataula4.10 esmostrael contingut mig (en mg per 100 g de mostra), amb €l seu interval
de confianga, per I’ aplicacié dels models individud s ANN-PCA descrits anteriormert, aixi com
del métode cromatografic. Es pot apreciar que també en aquest cas, els valors son molt proxims,
podent afirmar que no existeixen diferencies significatives entre €ls resultats obtinguts pels dos

metodes.
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Taula 4.10. Contingut mig de formaldehid, glioxal i glutaradehid (g/100g mostra) i € seu
corresponent intervala = 0,05, obtingut mitjancant HPLC i els models ANN-PCA (n=9) pel
metode cinétic desenvol upet.

DIESIN® NORMAL
(0,7/1,8/0,4/100g) Glutaraldehid

ANN-PCR HPLC
Formadehid 0,69 + 0,03 0,73+ 0,03
Glioxal 1,77+0,14 1,74+ 0,11
Glutaraldehid 0,37+ 0,04 0,40 + 0,03

IV.5.3. CONCLUSIONS

S ha posat a punt un méetode alternatiu d’ andlisi cinetico- espectrofotomeétric per la quantificacio
smultaniade formadehid, glioxd i glutaraldehid, per tal de minimitzar d maxim la manipulacio
previadelamostra Tambéenaquest metode, S utilitza lareaccio amb MBTH, pero arala reaccid
segueix un mecanisme de pseudoprimer ordrerespecte a reactiu. Aixd comporta que el métode
cinétic sigu meés complicat de tractar, i ara la utilitzacié de les ANN proporciona uns errors
menors, demogtrant la seva superioritat al PLS1 en el processament de les dades cinetiques
regidrades en aquests g stema concret.

Malgrat tot, els reaultats assolitsno sHn tant bons com els obtinguts pel metode d’' andlis
anterior (pérduade predso). Perotot i axo, aquestsnou métode desenvolupat, resulta ser una
alternativa molt valida per |’ analisi de mescles dels tres aldehids, i I’ eleccié d' un o altre métode,

vindra determinada per les necessitats i/o prioritats de |’ andida.
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IV.6. CONCLUSIONS

Els dos métodes proposats permeten resoldre la mescla dels tres analits amb una exactitud i
precisié comparable a metode HPLC.

El segon metode, evita qualsevol manipulacioé prévia de la mostra, encara que aixo
produeixi una petita pérdua de precis6. En aguest santit, € incrementar la matriu de calibracio
amb mostres de produccié permet modelar y corregir I efecte de mariu d’ una forma simple i
eficag.

Lacalibracid PC-ANN hademostrat unamajor capacitat de modelat que el PLS només
ensituacions d'elevadano-linealitat i pocacontribucio del analit al senyal delamescla. En aguest
sertit, s’ hadedestacar quelacapacitat predictivadel model ANN s incrementacons derablement
s previament es seleccionen les variables d’ entrada, eliminant els PCs que no aporteninformacio
sobre I"analit.
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