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Prefacio.

Como cientificos, los quimicos analiticos tienen como mision la busqueda y
consecucion de respuestas a una serie de preguntas basicas que surgen de la
observacion del mundo natural o que son presentadas por otras personas que
necesitan de su ayuda para la resolucion de un problema dado. Usualmente nos

preguntamos:

* (Qué...
concentracion de este elemento se halla presente en ... ?
cantidad se debe afadir para ... ?

concentracion puede causar efectos toxicos en los individuos ... ?

» ¢ Cual(es) ...
elementos forman parte de la aleacion ... ?

compuestos son excretados por la orina al ingerir el farmaco ... ?

Estas preguntas hacen clara alusién a lo que conocemos como analisis
cualitativo y cuantitativo, respectivamente. Sin embargo, la misién va mas alla de
lo expuesto anteriormente. En efecto, la definicion de los deberes del Quimico
Analitico que provee la Divisién de Quimica Analitica de la Sociedad Americana de
Quimica nos dice que [1]:

“Los quimicos analiticos trabajan para mejorar la confiabilidad de las
técnicas existentes para satisfacer las demandas de mejores determinaciones
quimicas que surgen constantemente en nuestra sociedad. Ellos adaptan
metodologias ya probadas a nuevos materiales, o responden nuevas preguntas
acerca de la composicion de estos ultimos. También llevan a cabo investigacion
para descubrir principios de medicion completamente nuevos, y se encuentran a la
cabeza de la utilizacion de los descubrimientos mas importantes (...) con fines

practicos. Los quimicos analiticos hacen contribuciones importantes en campos



tan diversos como la quimica forense, la arqueologia, y la ciencia espacial." (T. del
A).
Claramente nos damos cuenta que, en ocasiones, es preciso preguntarse:
« ¢Por qué ...
desarrollar una nueva metodologia para ... ?
*y, ¢,Coémo ...

reducir los costos y la frecuencia de analisis del método ... ?

Esta "necesidad" de formular nuevas preguntas y la busqueda de
respuestas ha llevado al quimico analitico a salir del aislamiento del laboratorio y a
la exploracién de nuevas fronteras, llegando inclusive a ser un pilar fundamental
en areas del saber que no habria imaginado algunas décadas atras. Una muestra
de lo anterior puede ser apreciada en el articulo de E. Zubritsky titulado "How
analytical chemists saved the Human Genome Project... or al least gave it a
helping hand”" [2].

Independientemente del fin Ultimo de un proyecto -entiéndase de la dupla
Pregunta/Respuesta- el quimico analitico debe llevar a cabo su busqueda
empleando para ello el Método Analitico. Explicar con detalle cada una de las
etapas que lo constituyen va mas alla del propdsito de este trabajo. El lector
interesado puede consultar las referencias 3-5 para una discusion mas detallada
de las mismas. En este caso nos conformaremos con mencionar, brevemente, que

el Método Analitico esta conformado por las siguientes etapas:

1. Muestreo.

2. Conservacion y almacenamiento de la muestra.

' "Cémo los quimicos analiticos salvaron el Proyecto del Genoma Humano... o al menos ayudaron."
(T. del A.).



Dilucién.
( Tratamiento. Digestion.
3. Preparacion de la muestra. < Extraccion, etc.
L Separacién analito/interferente(s).
p
Seleccién de la técnica de analisis.
4. Analisis de la muestra. Seleccion de las condiciones de analisis.

Empleo de la técnica adecuada de calibracion.

_ Verificacion de la exactitud del analisis.
5. Analisis de los resultados.

El presente Trabajo de Grado, tal y como lo sugiere su titulo, gira en torno a
la implementacion del Método Analitico en la resolucion de una serie particular de
problemas. Sin embargo, se ha hecho especial énfasis en algunas de las partes
que lo constituyen. Debido a la naturaleza de los trabajos que se discuten a lo
largo de esta Tesis de Grado, se ha optado por organizarla en tres (3) partes. La
Parte 1 esta enfocada al desarrollo de metodologias analiticas previas a la etapa
de cuantificacion de la especie de interés. En este sentido, el Capitulo 1 esta
dedicado a la evaluacion de una alternativa para la preparacion de especimenes®
de suero sanguineo para la posterior determinacion de selenio por espectroscopia
de absorcion atomica con horno de grafito. El Capitulo 3 describe una metodologia
para la medicibn en un menor tiempo de la concentracion de cadmio en
especimenes de orina, empleando para ello programas rapidos de atomizacion.
Aun cuando este capitulo puede ser leido de manera independiente, se le sugiere
al lector interesado que revise el Capitulo 2 previamente, el cual tiene como fin
evaluar de manera critica las propuestas existentes hasta el presente en relacién a

este tipo de programa de atomizacion.

2 Desde el punto de vista estadistico, una muestra se refiere a un grupo (de tamario finito) de
objetos tomados de una poblacion dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fabrica de
material de laboratorio. Cuando se habla de una porcién que es representativa del material original
para el momento en que es muestreada, e.g., sangre, se habla de un espécimen. Ambos términos,
sin embargo, suelen emplearse comunmente, aunque de forma errénea, sin distincion (ver W.
Horwitz, Pure & Appl. Chem. 62 (1990) 1193).



La Parte Il agrupa las que se han considerado como las etapas posteriores
a la cuantificacion. El aspecto comun que tienen los Capitulos 5 y 6, al mismo
tiempo de ser la caracteristica mas interesante, es el empleo de una herramienta
de computacion inteligente conocida como la red neuronal artificial [6]. El Capitulo
4 tiene como objetivo presentar al lector no avezado los fundamentos de estas
herramientas. Los capitulos que siguen a continuacion evaluan dos (2) de las
capacidades mas importantes de las redes neuronales. En este sentido, el
modelado de una curva de calibracion no lineal en GF AAS, con el objeto de
aumentar el rango de trabajo, es presentado en el Capitulo 5. Por otra parte, en el
Capitulo 6 se emplea una red neuronal artificial como herramienta de clasificacion
de muestras de Aguardiente de Cocuy fabricado clandestinamente, cuya
procedencia se desea conocer con el propdsito de estimular politicas de control de
calidad. La Parte lll simplemente agrupa los trabajos presentados a lo largo de

esta Tesis, con el formato como fueron publicadas en revistas especializadas.
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Parte |

Desarrollo de métodos para el analisis de especimenes
biolégicos mediante espectroscopia de absorcién atémica con

atomizacion electrotérmica



CAPITULO 1. Evaluacién del hidroxido de amonio como diluyente para la
preparacion de especimenes de suero sanguineo y la posterior determinacion de

selenio total mediante espectroscopia de absorcion atémica con horno de grafito.©

1.1. Resumen.

Se desarrollé un método para la determinacion de selenio total en especimenes de
suero sanguineo mediante espectroscopia de absorcion atbmica con atomizacion
electrotérmica. ElI mismo involucré la diluciéon del suero (1:5) empleando una
solucién de 1% NH4OH + 0.05% Triton X-100®, su introduccién directa en un
atomizador de grafito calentado transversal mente, y el empleo de un modificador
quimico mixto de paladio + nitrato de magnesio. La optimizacion de la temperatura
de atomizacién y de la composicion del modificador quimico fue llevada a cabo
simultaneamente mediante el uso de superficies de respuesta, con el objeto de
minimizar los problemas asociados a la sobre-estabilizacion del analito. En base a
ello se consideré una temperatura de atomizacién de 2100 °C y una masa del
modificador de 10 ug Pd + 3 pg Mg(NO3), como un buen compromiso en términos
de sensibilidad de las mediciones, perfil de la sefial analitica y estabilidad térmica.
Bajo dichas condiciones se obtuvo una masa caracteristica de 48.8 ug y un limite
de deteccién (3s) de 6.1 ng ml”" Se, correspondiente a 30.5 ng ml”" Se en el
espécimen de suero si se toma en cuenta el factor de dilucién. La calibracién se
condujo mediante la técnica de adicion de estandares. La exactitud fue evaluada a
través de la determinacion de selenio total en el material estandar de referencia
"Seronorm™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma AS). El
método fue aplicado a la determinacion de selenio total en una muestra de suero
sanguineo tomada de diez (10) voluntarios sin afecciones fisicas conocidas. La
concentracion de selenio varié entre 78.6 y 147.2 ng ml”', con un valor promedio
de 113.6 +21.8 ng ml™.

© Este trabajo fue presentado en el Seventh Rio Symposium on Atomic Spectroscopy
(Florianopolis, Brasil, 2002), y publicado en el Numero Especial de Spectrochimica Acta Part B
dedicado a dicho evento [E. A. Hernandez-Caraballo, M. Burguesa, J. L. Burguesa, Spectrochim.
Acta Part B 57 (2002) 2159-2165].



1.2. Introduccion.

El selenio desempafia un rol importante en numerosas reacciones
metabdlicas que tienen lugar en los organismos vivientes [1]. Por ejemplo, el
mismo es un componente de la enzima glutation-peroxidasa, la cual esta
involucrada en la prevencion del ataque celular por parte de perdxidos y radicales
libres. La deficiencia de selenio es causal de las enfermedades Keshan y Kaschin-
Beck. La primera es una forma de cardiopatia, en tanto que la segunda resulta en
una atrofia de los huesos de las extremidades [1]. Por otra parte, el selenio es
capaz, entre otras cosas, de sustituir al azufre en aquellas moléculas en las que
éste es un componente fundamental. Evidentemente, al modificar la estructura
quimica original de las mismas afecta negativamente las funciones para las cuales
estan disenadas [2]. Debido entonces a esta capacidad dual del selenio se hacen
necesarias técnicas analiticas que permitan el monitoreo de la concentracion de
este elemento en especimenes de interés clinico, tales como tejidos y fluidos
bioldgicos.

La espectroscopia de absorcién atémica con homo de grafito (GF AAS, que
corresponde a las siglas del nombre en inglés) se destaca entre las variadas
técnicas disponibles para el anadlisis de especimenes biolégicos. Esto se
desprende de su alta sensibilidad, bajo consumo de soluciones, minimos
requerimiento en lo que concierne a la preparacion de los especimenes, y una alta
robustez ante posibles interferencias ocasionadas por los componentes de la
matriz [3]. Sin embargo, y a pesar de las ventajas intrinsecas de la técnica, la
determinacion de selenio todavia adolece de interferencias fisico-quimicas
importantes, y en particular en especimenes biolégicos como la orina, el suero
sanguineo, la sangre completa, etc. La experiencia acumulada durante varios
afios por grupos independientes en todo el mundo ha mostrado que,
afortunadamente, dichos problemas pueden ser minimizados hasta cierto punto
mediante la aplicacion estricta del concepto STPF (Stabilized Temperature

Platform Fumace) desarrollado a principios de la década de 1980 por Slavin el al.

[4].



El selenio es removido del atomizador a bajas temperaturas de pirdlisis (>
200°C), bajo la forma de diversas especies moleculares cuyas naturalezas
dependen de la composicion de la atmdésfera dentro del atomizador, del tipo de
grafito del cual esté hecha la superficie de deposicion, etc.[5-7]. En este sentido, la
modificacion quimica resulta mandatoria, con el objeto de incrementar la
estabilidad térmica del analito y prevenir asi dichas pérdidas. El niquel fue
propuesto inicialmente por Ediger, cuando el término "modificador de matriz" fue
acufiado originalmente [8]. Si bien fue empleado con mucha frecuencia en los
afos que le siguieron [9], se probd posteriormente que el comportamiento
electrotérmico de las distintas especies de selenio varia significativamente en su
presencia [10,11], a pesar de ser capaz de reducir algunas interferencias tan bien
como otros modificadores quimicos [12,13]. Aparte del niquel, se han evaluado
una amplia variedad de modificadores simples y mixtos, entre los cuales caben
mencionar: Cu + Mg [10,14,15], Pd + Mg [11,15-17], Pd + Cu [18], Pd + acido
ascorbico [19], paladio coloidal [20], y otros metales del grupo del platino [13].

Otra fuente importante de interferencias usualmente observadas en la
determinacion de selenio por GFAAS son las causadas por el hierro y por los
fosfatos, los cuales son componentes regulares de los especimenes
biolégicas/ambientales. La estructura compleja de los espectros de dichos
concomitantes es responsable de la sobre-compensacién de la sefal analitica,
fendmeno este que es particularmente marcado cuando se emplean correctores
de fondo de fuente continua [21,22]. Si bien es cierto que los correctores de tondo
basados en el efecto Zeeman pueden reducir de manera importante dicha
interferencia [23,24], ello no quiere decir que los mismos son una panacea, por lo
que es aun fundamental la selecciéon cuidadosa de las diversas condiciones
analiticas e instrumentales para la determinacidén exacta y precisa de selenio por
GF AAS. Becker-Ross et al. desarrollaron un corrector de fondo de fuente
continua que, acoplado a un detector de estado sdlido, permite la obtencion
simultanea de toda la informacion espectral, tanto del analito como de las especies

moleculares presentes en el atomizador [25]. El procesamiento matematico



posterior de dicha informaciéon permite la eliminacion de las interferencias
observadas usualmente en el analisis de orina. El sistema en cuestion, hasta
donde alcanza el conocimiento de este autor, no se encuentra disponible
comercialmente, por lo que los investigadores aun tienen que lidiar con los
problemas mencionados de otras maneras.

El proposito del presente trabajo es la evaluacion del NH;OH como
diluyente en la preparacion de especimenes de suero sanguineo para la posterior
determinacion de selenio total por GFAAS. EI NH4OH sera evaluado como
diluyente, y su desempefio comparado con el del acido nitrico, mas comunmente
empleado con este fin. Adicionalmente se estudiara la aplicacion del paladio y de
la mezcla paladio + nitrato de magnesio como modificadores quimicos. Se
recurrira a la generacion de superficies de respuesta para la exploracion rapida del
efecto de las masas del modificador y de la temperatura de atomizacion sobre la
sensibilidad de las mediciones y el perfil de la senal analitica. La exactitud del
meétodo se llevara a cabo mediante la determinacion de selenio total en el material
de referencia "Seronorm™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma
AS). Finalmente, se aplicara el método desarrollado para determinar Ila
concentracion de dicho elemento en suero de individuos sin ninguna afeccion
fisica conocida. Es importante destacar que el presente trabajo no esta disefiado
con propositos clinicos, sino mas bien como la evaluacion de un método

alternativo de preparacion del tipo de espécimen ya mencionado.

1.3. Experimental.
1.3.1. Equipos, accesorios y paquetes computacionales.

Se utilizé un espectrometro de absorcion atomica marca Perkin-Elmer,
modelo 4100ZL, equipado con una unidad de calentamiento electrotérmico, un
sistema de correccion de fondo basado en el efecto Zeeman, y un auto-
muestreador modelo AS-71. Se emplearon atomizadores electrotérmicos
calentados transversal mente, los cuales estan provistos de plataformas de grafito

integradas. Los mismos fueron acondicionados térmicamente previo a su uso,



siguiendo las instrucciones del fabricante [26]. Se us6 una lampara de descarga
sin electrodos (EDL System 2) alimentada por una unidad de radiofrecuencia
externa, a la longitud de onda del selenio (196.0 nm).

Se empled una centrifuga marca Clay Adamas, modelo DYNAC I, para la
separacion del suero de los especimenes de sangre completa. Un agitador tipo
"vortex" marca Heindolph, modelo Reax 1, fue empleado para la homogeneizacion
de las soluciones de trabajo. Se utilizaron micropipetas marca Socorex (volumen
variable: 100-1000 pl) con puntas desechables de plastico (La Fontaine) para la
preparacion de las soluciones de trabajo.

El procesamiento estadistico de los datos, asi como la generacion de las
curvas 3D fueron llevados a cabo empleando Microsoft® EXCEL 2002 para

Windows ME (Microsoft Corp.) y Microcal™ Origin 6.0® (Microcal Software, Inc.).

1.3.2. Reactivos y materiales.

Se empled selenito de sodio (Aldrich, 99% pureza) en la preparacién de los
estandares de selenio. Se us6 una solucién patron para absorcion atémica de
1000 pug mli' Pd (Acros Organics) para la preparacion de la solucion del
modificador quimico. Se utilizé acido nitrico concentrado (Alfa Aesar, 99.999 %,
metals basis), y solucion concentrada de hidroxido de amonio (Prolabo
Venezolana, pro analisis), para la preparacion-estabilizacion de los patrones y de
los especimenes de suero. Se usé Triton X-100® (Sigma) con el objeto de
modificar la viscosidad natural de los especimenes de suero. La evaluacién de la
exactitud del meétodo se llevd a cabo utilizando el material de referencia
"Seronorrn™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma AS). En todos
los casos se uso agua destilada y des-ionizada (Milipore), con una resistencia de
18 MQ cm™, en la preparacién de las soluciones correspondientes. Todo el
material de plastico y/o vidrio empleado fue lavado por inmersion en HNO3 (10%)
durante al menos 12 horas, y posteriormente enjuagado con agua destilada y
desionizada (DDI) y secado al aire protegido de posibles fuentes de contaminacion

aérea.



1.3.3. Muestreo.

Se recogieron diez (10) especimenes de sangre completa entre voluntarios
del laboratorio quienes no se encontraban bajo ninguna medicacion ni sufrian
desdrdenes fisicos conocidos. La sangre se tomé mediante puncion en la vena del
antebrazo derecho. Los especimenes fueron centrifugados por 20 minutos a 2300
rom, y el suero fue cuidadosamente removido con una micropipeta. La separacion
del suero de los eritrocitos en esta etapa debe ser llevada a cabo de manera
cuidadosa, por cuanto es bien sabido que estos ultimos' contienen una
concentracion significativa de selenio [27,28]. La ejecucion inadecuada de este
procedimiento puede conducir a la obtencién de resultados erréneos (mas
elevados). Las fracciones de suero asi recogidas fueron transferidas a tubos de
ensayo con tapas, previamente lavados, y posteriormente refrigeradas a 4 °C

hasta el momento de su analisis.

1.4. Procedimiento.
1.4.1. Preparacion de las soluciones de trabajo.

Es importante mencionar que algunos especimenes bioldgicos, p.ej., la
sangre completa, el suero sanguineo, etc., pueden ser considerados como una
amenaza potencial para la salud, y en consecuencia deben ser manipulados como
tales. Ello se deriva del hecho que los mismos pueden contener agentes
patdgenos que pueden pasar a la atmosfera y ser aspirados por el analista al abrir
los recipientes que las contienen [29]. Por esa razon, todos los especimenes de
suero fueron manipulados en una campana de laboratorio. De esta forma también
se contribuye a reducir la contaminacion de los mismos, aun cuando cabe esperar
que la misma no sea muy importante en este caso en particular [3].

Se permitié que los especimenes alcanzaran la temperatura ambiental de
manera natural antes de cualquier operacion. Seguidamente, los mismos fueron
homogeneizados en un mezclador tipo vortex por aproximadamente 30 s. Se
diluyeron los especimenes de suero 1.5 directamente en los viales del

automuestreador (V= 1 ml) con una solucién de 1%"/, NH4OH + 0.05% "'/, Triton



X-100®, 6 0.5%'/, HNO3 + 0.05%"/, Triton X-100®. La mezcla fue bombeada
repetidamente con la misma micropipeta con el objeto de asegurar la
homogenizacion total de la solucion resultante. Las soluciones acuosas de selenio
fueron preparadas mediante la dilucion apropiada de una solucion madre de 1000
ug ml™ Se, empleando los diluyentes mencionados previamente. La preparacion
de los patrones para la adicion de estandares se realizé anadiendo 200 pl del
espécimen de suero directamente en los viales del automuestreador, vy
completando el volumen final con 800 pl de uno de los diluyentes mencionados
previamente conteniendo 10, 25 y 50 ng ml™" Se. En todos los casos se dispenso
el diluyente en primer lugar, seguido de la aliquota del espécimen
correspondiente. ElI material de referencia "Seronorrn™ Trace Elements Serum
Batch 116" fue reconstituido siguiendo las instrucciones del fabricante [30], y

preparado para su analisis de la misma manera que los especimenes "reales".

1.4.2. Determinacion de selenio mediante GFAAS.

La determinacion de selenio en los especimenes de suero se llevo a cabo
empleando el programa de atomizacidn que se muestra en la Tabla I. Las
temperaturas que se reportan a lo largo del trabajo corresponden a los valores
nominales dados por el programa con el que se controla al espectrometro.
Aliquotas de las soluciones de trabajo (10 ul) fueron inyectadas en un atomizador
pre-calentado a 60°C con el objeto de reducir la dispersion de sobre la superficie
de deposicion (plataforma de grafito), y aumentar asi la repetibilidad de las
mediciones. Con ese mismo propésito se posiciond cuidadosamente la punta del
capilar del auto-muestreador cerca de la superficie de la plataforma integrada, y
las soluciones fueron inyectadas a una velocidad del 50%, de forma de minimizar

la formacién de burbujas durante la deposicion de las mismas.



Tabla 1.1. Programa de atomizacion para la determinacién de selenio por
GFAAS.®

Etapa Temp. (°C) Rampa(s) Duracion (s)

Inyeccién de la solucion

de modificador

Secado 1 110 5 10
Secado 2 130 10 20
Reduccion 1000 10 10

Inyeccion de la solucién

de patrén/suero

Secado 1 110 5 15
Secado 2 130 10 20
Pirolisis 1200 10 20
Enfriamiento 50 1 5
Atomizacion 2100 0 4 (Lectura)
Limpieza 2500 1 3

® Temperatura de inyeccion: 60 °C; velocidad de inyeccién: 50 %; flujo del gas de purga: 250 ml

min™" en todas las etapas excepto durante la atomizacion (modo flujo interrumpido).

Finalmente, se llevd a cabo la cuantificacion de la concentracion del analito
mediante la técnica de adicion de estandares, usando el area de la sefial analitica
(Aj) con dicho proposito. En algunos casos, sin embargo, se empled la relacion
altura/area de la senal analitica (An/Ai) con algunos propdsitos especificos que se
discutiran en su debido momento. Los valores reportados a lo largo del trabajo
corresponden al promedio de tres (3) a cinco (5) mediciones realizadas

consecutivamente.



1.5. Resultados y discusiones.
1.5.1. Seleccién de las condiciones del programa de atomizaciéon y de la
composicion del modificador quimico.

Ensayos preliminares mostraron que la adicion del modificador (Pd) junto
con el patrén o el espécimen resultaba en una baja sensibilidad de las mediciones.
Lo anterior se reflejaba en una masa caracteristica mayor (ca. 70 pg) a la
reportada en la literatura (45 pg) [26]. Posteriormente se encontré que el
modificador esta preparado en una solucién de HCL al 5 %"/,. Es bien sabido que
la generacion de la forma activa del paladio (Pd metalico) puede verse disminuida
en un medio contentivo de cloruro s [15]. Ello conduce a una reduccion de su
capacidad para estabilizar térmicamente al analito, con las consecuentes pérdidas
por volatilizacion de este ultimo. Por otra parte, también existe la posibilidad que,
en el medio en cuestidon, se promueva la volatilizacion del cloruro de selenio en las
distintas etapas del programa de atomizacion [12,13,20]. El problema
anteriormente mencionado fue resuelto mediante la inclusion de una etapa de
reduccion del modificador a 1000 °C previo a la introduccion del patron o del
espécimen de forma de, al mismo tiempo, promover la formacion del paladio
metalico y aumentar su eficiencia, y eliminar al agente interferente (cloruro). Esta
modificacion del programa permitié la obtencibn de una masa caracteristica
cercana al valor esperado (48.8 pg).

Usualmente, la seleccion de la temperatura de atomizacion y la
composicion del modificador quimico (componentes y concentracion) se lleva a
cabo estudiando una de dichas variables a la vez, mientras se mantienen las otras
fijas. En nuestra opinion, dicha aproximacién no es la mas adecuada, ya que no
considera las relaciones intrinsecas que pueden existir entre las mismas. Tal es el
caso, por ejemplo, de la masa de modificador y la temperatura de atomizacion. En
este sentido, es bien sabido que el empleo de masas elevadas del modificador
pueden conducir a la sobre-estabilizacion del analito si la energia provista por el
atomizador (temperatura de atomizacion) es insuficiente para favorecer la

atomizacion total del mismo [31].



En un intento por salvar el problema mencionado, se evalué una
aproximacion basada en la variacion simultanea de la temperatura de atomizacion
(2000, 2100 y 2200 °C) y la masa del modificador quimico (5, 10 y 15 ug), y la
construcciéon de superficies de respuesta. Los rangos de trabajo de dichas
variables fueron escogidos en base a ensayos preliminares, con el objeto de
conseguir perfiles de atomizacién que pudiesen ser integrados completamente
durante la etapa de atomizacion (4 s), con una buena sensibilidad de las
mediciones, al tiempo de proveer al analito de la estabilidad térmica necesaria
para su determinacién en los especimenes de suero.

La Figura 1.1 muestra el efecto de la variacion de dichas variables sobre la
absorbancia integrada y sobre la relacion Ay/A; para un patréon acuoso de selenio
(1.0 ng Se) y un espécimen de suero diluido 1:5, ambos en una solucién de 1.0%
NH4OH + 0.05% Triton X-100°. La relacion Aw/A; da una indicacion del perfil de la
sefal analitica. A través del estudio de estas dos variables de respuesta (A; y
An/Ai), no solo es posible lograr una buena sensibilidad, sino también un perfil
analitico adecuado.

En la Figura 1.1(a) se puede apreciar como varia la sensibilidad de las
mediciones de selenio, en una solucidon acuosa, con respecto a la masa del
modificador. A una temperatura de atomizacién fija no es posible apreciar
variaciones significativas en dicha variable; sin embargo, los perfiles de
atomizacion si se ven afectados [ver Figura 1.1(a")], tomandose mas anchos a
medida que aumenta la masa del modificador. Al aumentar la temperatura de
atomizacion de 2000 a 2200 °c se consigue mejorar el perfil de la sefial, aunque a
expensas de la sensibilidad, esto ultimo debido a un incremento de las pérdidas
del analito por difusion.

Aumentar la masa de modificador en el rango de estudio, en el caso de la
solucion de suero, conduce a un aumento en la sensibilidad de las mediciones,
como se aprecia en la Fig. 1.1(b). Lo anterior se ve reflejado en un achatamiento
de los perfiles analiticos. En base a las observaciones realizadas a partir de los

graficos 3D se escogieron una temperatura de atomizacion de 2100 °C y una



masa de modificador de 10 ug Pd como un buen compromiso entre la sensibilidad
de las senales y el perfil de las mismas. Desde que fue propuesto por Schlemmer
y Welz [32], la mezcla Pd + Mg(NOs). (el "modificador universal') ha ganado
amplia aceptacion como modificador quimico. Por esta razén, resulta légico su
estudio dentro del marco del presente trabajo. EI desempefio del nitrato de
magnesio no fue evaluado de manera independiente, como en el caso del paladio,
debido a que el mismo ha sido empleado principalmente como un componente
secundario en dicha mezcla. La masa de cada modificador fue variada
simultdaneamente, y se obtuvieron las superficies de respuesta correspondientes
(Figura 1.2) [33,34].

Algunas diferencias en el comportamiento electrotérmico de selenio en el
patrén acuoso y en la solucién de suero pudieron ser observadas al incluir al
nitrato de magnesio en la composicion del modificador quimico. En lo que
concierne al patrén acuoso [ver Figura 1.2(a)], se alcanzé una sensibilidad maxima
en presencia de 10 yg de Pd. Una masa menor (5 pg) podria no estar
proporcionando la suficiente estabilidad térmica, por lo cual tendrian lugar
pérdidas parciales del analito, efecto éste que traeria como consecuencia una
menor sensibilidad en las mediciones. Por otra parte, una masa mayor (15 pg)
podria estar causando una sobre-estabilizacion del analito a la temperatura de
atomizacién de trabajo (2100 °C). La mayor sensibilidad de las mediciones se
obtuvo en presencia de 3 uyg de Mg(NO3),.

Contrario a lo que ocurre con el patron acuoso, en el caso del espécimen de
suero resulta fundamental aumentar la masa de paladio para alcanzar la maxima
sensibilidad. Mas aun, lo anterior no conduce a una sobre-estabilizacion de la
sefal analitica como ocurri6 en el caso de la solucidn acuosa. Lo dicho
previamente puede ser explicado considerando que, en este caso, la accion del
modificador se ve afectada negativamente, bien sea debido a que parte del mismo
puede estar estabilizando térmicamente a otros elementos, o que la accion de
aquel se ve minimizada por los otros componentes de la matriz. Una vez mas,

aunque resulta tentador utilizar masas altas de modificador, la relacion An/A,
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muestra que ello resulta en perfiles analiticos anchos [ver figuras 1.2( a') y 1.2(b")].
La adicion de nitrato de magnesio no parece aportar ningun beneficio importante
en términos de la sensibilidad de las mediciones. Sin embargo, los perfiles de
atomizacion son ligeramente mas estrechos en su presencia, y por lo tanto dicho
componente fue incorporado en la composicion final del modificador.

Diversos investigadores han encontrado que el nitrato de magnesio juega
un papel importante en la distribucion y en la morfologia de las particulas de
paladio depositadas sobre la superficie de grafito (plataforma o pared) después de
las etapas de secado y/o pirdlisis [35,36]. De hecho, se cree que mas que la masa
del modificador, es el tamafo de particula el que determina, en gran medida, el
desempefio de éste [37,38]. Adicionalmente, aunque ciertamente relacionado con
la observacion anterior, el nitrato de magnesio contribuye a aumentar la exactitud
de los andlisis en el caso de algunos especimenes reales [15,33]. Basado en lo
dicho previamente, se llevd a cabo un estudio adicional para determinar el efecto
de la masa de Mg(NOs), (0-30 ug) sobre la determinacion de selenio.

La Figura 1.3 muestra que, para un espécimen diluido (1:5) de suero, no
hay variaciones significativas de la absorbancia integrada en el rango estudiado.
Por el contrario, la altura de pico de la sefial analitica disminuye a medida que la
concentracion de nitrato de magnesio aumenta, es decir, que los perfiles se van
achatando progresivamente ("sobre-estabilizacion"). Mas aun, la absorbancia no
especifica aumenta linealmente con la masa de nitrato de magnesio, tal y como lo
han reportado otros investigadores [39], aunque el fondo puede ser corregido
facilmente por el corrector basado en el efecto Zeeman. Lo anterior muestra que la
adicion de Mg(NOs), no parece traer consigo ningun beneficio importante, aparte
de un efecto menor sobre los perfiles de atomizacion del selenio. En base a los
resultados presentados a lo largo de esta seccion se escogio definitivamente la
mezcla de 10 yg Pd + 3 ug Mg(NO3), como modificador quimico para los ensayos

que siguen a continuacion.



Figura 1.3. Efecto del aumento de la masa de Mg(NO;); en las sefiales atomica y del
fondo para un espécimen de suero en presencia de 10 pg de Pd: (#) absorbancia integrada

del Se, (@) altura de pico de la sefial de Se; y, (A) absorbancia integrada del fondo.
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Finalmente, resulta conveniente destacar que la optimizacién de los
programas de atomizacion en GFAAS se ha llevado a cabo de diversas maneras
[40-43] sin embargo, el empleo de las superficies de respuesta, tal y como se ha
mostrado en esta secciodn, representa una alternativa simple para dicho fin, una

vez que el analista posee un conocimiento previo del sistema a optimizar.

1.5.2. Determinacion de la composicion de la soluciéon diluyente.

El uso del NH4OH como diluyente fue descrito por Subramanian como una
alternativa en la preparacion de materiales bioldgicos para su analisis por técnicas
espectroscopicas [44]. A pesar de que el mismo ha hallado cierta acogida en

algunas metodologias basadas en espectroscopia de masas con plasma



inductivamente acoplado [45,46], no ha resultado asi en el caso de GFAAS [47].
La Figura 1.4 muestra el efecto del aumento en la concentracion de amoniaco
(0.5-7.5%) en la sensibilidad de las mediciones de selenio en un espécimen de
suero diluido 1:5. Los blancos fueron significativos a concentraciones > 7.5%. Por
ejemplo, a una concentracion de 7.5% NH4OH el blanco resultante es equivalente
a 0.013 s, en tanto que para una solucion de 1.0% NH4OH es de
aproximadamente 0.002 s. Este ultimo es comparable al que se obtiene con el
acido nitrico de mas alta pureza disponible, y el mas costoso, lo cual deberia
redundar positivamente en una reduccion de los costos de analisis. Los estudios
que siguen a continuacion se llevaron a cabo empleando exclusivamente una
solucion de 1.0 % NH4OH.

Cuando se emplea acido nitrico (0.2-0.5%) como diluyente se observa un
incremento en la sensibilidad de las mediciones, en tanto que la misma
permanece practicamente constante en el rango de concentraciones comprendido
entre 0.5 y 6.0 %. Concentraciones de &acido superiores a ésta no fueron
consideradas con el objeto de evitar el deterioro acelerado del atomizador. Es
importante destacar que a concentraciones > 1.0% HNOj3; se obtenian soluciones
"lechosas", y una eventual precipitacion de las proteinas [20]. Dicho fenbmeno
afectaba de manera importante la repetibilidad de las mediciones. Por ejemplo, en
tanto que ésta resultdé aceptable para 0.5% HNO; (DER= 3.5%), se tomd
inaceptable a 3.0% HNO3; (RSD= 15.5%) y a 6.0% HNO; (RSD= 24.0%). Lo
anterior puede ser explicado tomando en cuanta que el selenio se encuentra
principalmente (95%) unido a las proteinas [48]. Evidentemente, a medida que
estos compuestos precipitan, disminuye la concentracién del analito en el sobre-
nadante, y en consecuencia la masa del mismo que es realmente dispensada en
el atomizador. Si los especimenes de suero son homogeneizados justo antes de
que la aliquota correspondiente sea introducida en el atomizador, se observa un

incremento del 10% en la sensibilidad de las mediciones (ver Figura 1.4).



Figura 1.4. Efecto del HNO;, con (O) y sin () homogeneizacion, y del NH,OH (#)
sobre la sensibilidad de las mediciones de selenio total en un espécimen de suero diluido
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La Figura 1.5 sirve para ilustrar aun mas el efecto deletéreo que puede
tener la adicion de acido nitrico sobre la estabilidad a largo plazo de la sefal de
selenio en un espécimen de suero sanguineo. La precipitacion de las proteinas
que tiene lugar trae consigo una reduccion subsecuente de la concentracion del
analito en el seno de la solucion, situacidon que se refleja en la reduccidn
progresiva de la sensibilidad de las mediciones. La homogeneizacién de los
especimenes de suero y consecuente re-suspension del material conduce a la
recuperacion de la sefal practicamente a su valor original. Muy por el contrario, la
sefial de selenio permanece constante (RSD= 2.7%) por al menos 11 medidas

consecutivas cuando el suero sanguineo es diluido en un medio amoniacal.



Figura 1.5 Efecto del diluyente sobre la estabilidad a largo plazo de la sefial analitica de
selenio en un espécimen diluido (1:5) de suero: (@) 1% NH.OH + 0.05% Triton X-100%; y,
(&) 6.0% HNO; + 0.05% Triton X-100*. La flecha indica el punto en el cual la solucién

de suero sanguineo fue homogeneizada previamente.
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Sobre la base de los estudios hasta ahora conducidos se escogié una
solucion de 1.0% NH,OH + 0.05% Triton X-100® para la preparacion de los
especimenes de suero. Bajo estas condiciones se obtuvieron las curvas de
pirélisis para un patron acuosos y para un espécimen de suero diluido, en
presencia del modificador quimico mixto de Pd + Mg(NOs),. Se encontré que en
ambos casos se puede alcanzar una temperatura maxima de priélisis de 1300 °C
sin pérdidas del analito. Se escogid, sin embargo, una temperatura de 1200 °C

para tomar en cuenta las posibles variaciones que experimenta la resistencia del



atomizador a medida que envejece. El programa de atomizacién éptimo para la

determinacion de selenio en suero sanguineo se presenta en la Tabla 1.1.

1.5.3. Caracteristicas analiticas de la metodologia.

La comparacién de las pendientes de las curvas de calibracién acuosa y la
adicion de estandares mostré diferencias significativas, apuntando a una clara
interferencia de matriz, aunque de origen desconocido. Este tipo de problema no
ha podido ser resuelto satisfactoriamente cuando se trata del analisis de
especimenes biolégicos tales como orina, suero, etc. [49]. La razén yace en la
dificultad de promover el mismo comportamiento electrotérmico de todas las
especies de selenio (Se?, Se™ y Se*®) presentes en este tipo de especimenes.
Debido a lo anterior, la cuantificacion se llevd a cabo empleando la técnica de
adicién de estandares. El limite de deteccion (3s) fue de 6.1 ng ml™" Se el cual,
tomando en cuenta el factor de dilucién, es equivalente a 30.5 ng ml™" Se en el
espécimen original. La determinacion de selenio en el material de referencia
"Seronorm™ Trace Elements Serum (Batch 116)" mediante el método aqui
desarrollado arrojé un valor (98.6 + 6.6 ug L™ Se) que no difiere significativamente
(p< 0.05) del valor recomendado (100 + 6 ug L™ Se) [30].

1.5.4. Determinacién de selenio en especimenes de suero sanguineo.

El método desarrollado fue empleado en la determinacion de selenio en una
muestra (n= 10) de suero sanguineo tomada entre voluntarios (masculinos y
femeninos, edades 25-40 afos). La concentracion del analito varié entre 78.6 y
147.2 ng ml™", con una media de 113.6 + 21.8 ng ml”". Estos valores son similares
a los reportados por Burguera et al. para una muestra de una poblacion del estado
Mérida (87 - 115 ng mI™") [50]. Una vez mas es preciso sefialar que el presente
estudio no estuvo dirigido hacia su aplicacién a nivel clinico, y de alli el pequeno

numero de especimenes analizados.



1 .6. Conclusiones

Se evalub un método para 1a determinacién de selenio total en
especimenes de suero sanguineo mediante GFAAS. Dicho método involucré la
dilucién (1:5) de los mismos con una solucion de 1.0% NH4OH + 0.05% Triton X-
100®, y su posterior introduccién directamente en el atomizador. La optimizacién
de las condiciones de analisis se realizé empleando superficies de respuesta. En
este sentido, el modificador quimico mixto 10 uyg Pd + 3 pg Mg(NOs3), y una
temperatura de atomizacién de 2100 °C representaron el mejor compromiso entre
la sensibilidad de las mediciones y los perfiles de atomizacion de la sefal analitica.

El uso de NH,OH como diluyente trajo consigo algunas ventajas. En primer
lugar, el mismo no causa precipitacién de las proteinas, como la haria el empleo
de acido nitrico por encima de ciertas concentraciones. Esto ultimo puede ser una
fuente de errores si el analito se encuentra unido a dichos compuestos, lo cual es
usualmente el caso en especimenes bioldgicos. En segundo lugar, aunque de
cualquier modo importante, el amoniaco es mas econdmico que el acido nitrico de
alta pureza. Esto reduce, al menos hasta cierto punto, el costo de los analisis.
Adicionalmente, los limites de deteccidon no deberian ser afectados por el empleo
de este reactivo, dado que los blancos que se obtienen con ambos reactivos son

comparables.
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Capitulo 2. Programas rapidos de atomizacién en espectroscopia de absorcion

atdmica con atomizacion electrotérmica: Tutorial.

2.1. Resumen.

El propdsito del presente trabajo es la discusion critica de los programas
rapidos de atomizacion usados en espectroscopia de absorcidn atdmica con
atomizacion electrotérmica. Se hace una revision del Concepto STPF (que
corresponden a las siglas del nombre en inglés: Stabilized Temperature Platform
Furnace) con el objeto de evaluar su aplicabilidad dentro de este contexto.
Finalmente, se presentan algunos posibles problemas asociados a la
implementacién de dichos programas. Se espera que el conocimiento de las
formas a través de las cuales se puede reducir el ciclo de medicion haga posible

su implementacion en el andlisis rutinario mediante la mencionada técnica.

2.2. Introduccion.

La espectroscopia de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica
(GFAAS, por las siglas de su nombre en inglés) es una técnica ya establecida
dentro del campo del analisis inorganico a nivel de trazas. Dicha posicion ha sido
alcanzada gracias en parte al desarrollo e incorporacion del Concepto STPF (que
corresponden a las siglas del nombre en inglés: Stabilized Temperature Platform
Furnace) [1], asi como a las continuas mejoras que se han introducido a nivel de la
Optica y la electrénica de los espectrometros, asi como en el disefio de los
atomizadores [2,3].

La técnica de GFAAS presenta claramente numerosas ventajas sobre otras
técnicas espectroscépicas. Entre ellas se destacan: alta sensibilidad; bajo
consumo de soluciones de trabajo (1- 100 pl); tolerancia a la introduccion de
solventes organicos; capacidad de analisis libre de interferencias; y excelente
relacion sensibilidad/costo. Sin embargo, es importante destacar también que la

misma presenta algunas desventajas, a saber, capacidad de analisis mono-



elemental (principalmente); rango dinamico lineal estrecho (1-2 o6rdenes de
magnitud); y tiempos de analisis extensos (1-3 minutos por réplica) [4].

El presente trabajo esta enfocado exclusivamente a la discusién de los
medios empleados para reducir el tiempo requerido para completar un ciclo de
atomizado, i.e., en el desarrollo y la aplicacion de programas rapidos de
atomizacion (PRA) en GFAAS. Hay que sefalar que algunos intentos por reducir
el tiempo de analisis a través de modificaciones en el disefio del atomizador fueron
llevados a cabo por el grupo de investigacion liderado por Dawson, a principios de
la década de 1980 [5,6]. La discusion, sin embargo, se centrara unicamente en la
aplicacion de los PRA en equipos comercialmente disponibles.

Halls [7], uno de los pioneros en el desarrollo y aplicacion de los PRA,
evalud los avances llevados a cabo en dicha area en el periodo 1984-1994 [8].
Aun cuando su trabajo es ciertamente una fuente importante de informacion
respecto a dicho periodo, el autor del presente trabajo considera que esta es un
area que no ha sido debidamente explotada. La idea entonces es, no soélo hacer
una discusién critica de la literatura especializada, sino también motivar la
investigacion en un area de tanta importancia para los analistas que trabajan con
GFAAS. Con este propdsito, se revisan cada una de las etapas mas comunes en
un programa de atomizacién convencional, con el objetivo de evaluar la necesidad
de su aplicacién. En segundo lugar, se presentan los diferentes medios
desarrollados hasta el presente para reducir el tiempo de analisis. Algunos
aspectos del Concepto STPF son discutidos y contrastados con la forma como los
mismo han sido implementados dentro del contexto de los PRA. Finalmente, se
presentan los posibles problemas que pueden presentarse al implementar este

tipo de programa de atomizacion.



2.3. Programas de atomizacién convencionales en GFAAS.

Uno de los aspectos que diferencia a GFAAS de otras técnicas de analisis
espectroscopico es que el material® de trabajo, tras ser introducido en el
atomizador, es sometido a una serie de tratamientos térmicos sucesivos previo a
la etapa en la cual se ejecuta la cuantificacion del analito (atomizacion). Gracias a
ello es posible eliminar los componentes de la matriz que pueden llegar a afectar
negativamente el proceso de generacion del vapor atomico, facilitando asi, en el
mejor de los casos, un analisis practicamente libre de interferencias. Lo anterior,
sin embargo, también contribuye a que el tiempo de analisis sea significativamente
mayor que al utilizar otras técnicas tales como la espectroscopia de absorcion
atébmica con atomizacion en llama, o la espectroscopia de emision Optica con
plasma inductivamente acoplado, entre otras.

La Figura 1 muestra esquematicamente las etapas que suelen constituir un
programa de atomizacién convencional, de acuerdo a las recomendaciones de
uno de los principales fabricantes de espectrdmetros de atomizacion
electrotérmica [9,10]. La funciéon de las mismas se discute a continuacion. Mas
adelante se vera que algunas de las consideraciones que se presentan a
continuacién pueden ser "violadas" sin afectar grandemente la calidad de los
analisis.

» Secado. Comunmente la evaporacion del solvente se lleva a cabo de forma
gradual, a través de dos etapas cuyas temperaturas se fijan cercanas al punto de
ebullicibn de aquel, con la intencién de evitar que las alicuotas depositadas se
"desparramen" dentro del atomizador. Cuando esto ultimo ocurre es posible
observar sefiales atdbmicas con multiples picos o muy "ruidosas" [9], lo cual puede
traducirse en el detrimento en la calidad del analisis.

* Pirdlisis. El propdsito de esta etapa es la de remover los concomitantes de la
matriz de manera de favorecer la generacion del vapor atomico en una etapa

posterior. Usualmente se desea alcanzar temperaturas elevadas (T=1000°C), las

3 Este término se selecciond porque es posible la introduccién de liquidos, suspensiones o sélidos
directamente en el atomizador.



Figura 2.1. Esquema de un programa rapido (PRA) y un programa convencional (PCA)
de atomizaciéon mostrando algunas de las etapas de tratamiento térmico mas comunes: (a)
Secado; (B) pirolisis; (¢) enfriamiento previo a la atomizacion; (d) atomizacion; (e) limpieza,

y (f) enfriamiento previo a la siguiente deposicion.
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cuales garanticen la vaporizacion de aquellos compuestos que puedan representar
algun tipo de interferencia durante la atomizacién del analito. EI empleo de
modificadores quimicos®; puede contribuir en este respecto [11], particularmente
en el caso de analitos volatiles y semi-volatiles, y/o en la presencia de
concomitantes que puedan aumentar la volatilidad de la especie de interés.

* Enfriamiento previo a la atomizacion. Este proceso es particularmente util en
conjunto con el empleo de la plataforma de L'vov [12,13]. La razon es que la
atomizacion del analito ocurre en un ambiente termodinamicamente mas favorable
cuando la diferencia de temperaturas entre la etapa de atomizacion y la etapa que

la antecede es superior a 1000 °C [14]. El empleo de dicha etapa puede traducirse

* Un modificador quimico es una substancia que. usualmente se afiade en exceso con respecto al
analito, con el propésito de favorecer la generacién del vapor atémico de esta Ultima especie.



en una mejor sensibilidad de las mediciones y/o en una reduccién en la ocurrencia
de interferencias. Este "efecto plataforma"”, es particularmente efectivo en el caso
de los elementos volatiles [15], y de aquellos cuya eficiencia de atomizacion
depende de la temperatura (p. ej. P, Ba) [16,17]. Aunque dicho efecto es mas
pronunciado cuando se emplean atomizadores de calentamiento longitudinal [10],
también es posible apreciarlo en atomizadores de calentados transversalmente
[18-20].

» Atomizaciéon. Como su nombre lo indica, es en este estadio en el que se genera
el vapor atdomico del analito. La duracion de esta etapa representa solo una
fraccion del tiempo total del programa, entre los 3 y los 10 s, aproximadamente,
dependiendo de la naturaleza del elemento de interés.

* Limpieza. La funcidén de este paso es remover cualquier remanente de la matriz,
o incluso del analito, que no haya sido vaporizado en las etapas precedentes. Esta
suele ser tan corta como la anterior, aunque en aquellos casos en los que la matriz
o el analito tienen caracteristicas refractarias, puede ser necesario aumentar el
tiempo y/o el nimero de etapas destinadas a este fin [21,22].

+ Enfriamiento. Finalmente, la temperatura del atomizador es reducida
rapidamente con el propdsito de dispensar la siguiente solucién, e iniciar el
préximo ciclo de atomizacion. Esto es particularmente importante cuando la
plataforma de L'vov se encuentra insertada en el atomizador, debido a que ella se
enfria mucho mas lentamente que este ultimo, y por lo tanto requiere de un tiempo
mayor para alcanzar una temperatura adecuada para la deposicion de la siguiente
alicuota [16].

Es posible afadir mas etapas con algunos propdsitos especificos, p. ej.,
varias etapas de pirdlisis para remover de manera gradual los componentes de la
matriz de acuerdo con la volatilidad de los mismos [23]; etapas de pretratamiento
para la limpieza in situ del modificador quimico [24,25], o para el
acondicionamiento térmico del mismo [22,26], etc. Sin embargo, las etapas
descritas anteriormente constituyen el eje sobre el cual se desarrollan los

programas de calentamiento convencionales. El secado y la pirdlisis son las



etapas que consumen la mayor cantidad de tiempo del programa y, por lo tanto,
son las que hay que evaluar con mas cuidado para reducir el tiempo de analisis.
Lo anterior es evidente si se compara en la Figura 1 el programa de calentamiento
convencional con su contraparte rapida. Obsérvese que este ultimo, que en dicha
Figura consta de una etapa de secado, una de atomizacién y una de limpieza,

toma sélo una fraccion del tiempo (ca. '/3) que el programa convencional.

2.4. Programas rapidos de atomizacion.

El criterio utilizado en el presente trabajo para la seleccién de los programas
rapidos de atomizacién es que los mismos no excedan de los 60 s. Se considera
que ese tiempo, equivalente al 30-50 % en el ciclo de atomizado convencional,
contribuye en gran medida a aumentar la competitividad de la técnica de GFAAS.
Lo anterior no ha incluido el tiempo de introduccién de las soluciones en el
atomizador, ya que, en la mayoria de los casos, los autores no reportan dicho
valor o, en otros pocos, la introduccién se lleva a cabo manualmente con la ayuda
de micropipetas. Los problemas asociados a la inyeccion de soluciones en el
atomizador, y su efecto sobre el tiempo de analisis, ya fueron tratados
previamente por Halls [8], por lo que su discusion se considera innecesaria.
Tampoco ha sido posible considerar aquellos trabajos en los que no se provee
informacién detallada sobre las caracteristicas del programa de atomizacion.

La aproximacidon mas directa para la reduccién de los programas de
atomizacion en GFAAS es la evaluacion critica, y la consiguiente optimizacion, de
las caracteristicas (temperatura, rampa y duracion) de cada una de las etapas
descritas en la seccion anterior [27]. La reduccion en el tiempo del programa que
se puede alcanzar por esta via es ciertamente limitada. Numerosos autores han
desarrollado diversos métodos, en algunos casos bastante agresivos, que
conducen a reducciones aun mayores en el ciclo de analisis de las que se pueden
conseguir de la manera anterior. En efecto, una revisidon de la literatura

especializada muestra el desarrollo exitoso de programas de hasta 16 s de



duracion [28]. Sobre estas aproximaciones se discutira en las secciones que

siguen a continuacion.

2.4.1. Reduccién del volumen de inyeccion.

De acuerdo con Slavin [9], el secado de un microlitro de una solucién
acuosa a temperaturas cercanas al punto de ebullicion del agua (80-120 °C) toma
2-3 s. Considerando que usualmente se inyecta en el atomizador un volumen total
de 20 a 30 pl, se puede deducir que el tiempo de secado consumira una porcion
considerablemente larga del programa de atomizacion (ver Fig. 1). Obviamente,
dicho tiempo puede variar con la naturaleza del solvente, el contenido de sdlidos
presentes, asi como con la temperatura y la velocidad de calentamiento de la
etapa en cuestion. De lo anterior resalta que, entre otras cosas, una disminucion
en el volumen de las soluciones inyectadas podria traer consigo la posibilidad de
reducir la duracion de la(s) etapa(s) de secado, e inclusive de las etapas
subsiguientes. Las unicas limitaciones asociadas a esta aproximacion pudiesen
tener que ver con la exactitud de los volumenes inyectados y el posible detrimento
(exactitud y precision) del analisis; asi como el hecho que la (baja) concentracion
del analito pudiese imponer restricciones sobre el volumen minimo de inyeccion.

Es importante destacar que, ciertamente, una reduccién en el volumen
depositado en el atomizador puede contribuir en la reducciéon del tiempo de
secado, asi como el de las etapas que siguen a continuacion. Sin embargo,
también hay que sefalar que la introducciéon de una cantidad convencional (20 pl)
no implica que, necesariamente, se tenga que recurrir a tiempos de secado
excesivos. En efecto, y como se discutira mas adelante, es posible llevar a cabo el
secado de volumenes como el mencionado previamente, seleccionando
apropiadamente los distintos parametros de calentamiento (temperatura, rampa y

duracioén) del atomizador.



2.4.2. Deposicion sobre una superficie pre-calentada.

Algunos espectrometros ofrecen la posibilidad de calentar el atomizador
previo a la inyeccién de la solucion. Esto permite el secado acelerado de la
alicuota durante el proceso mismo de su deposicidon. Para ello es necesario la
seleccion cuidadosa de: i) la temperatura de inyeccion; ii) la distancia entre el
capilar de inyeccion y la superficie de deposicién®; y, iii) la velocidad de inyeccion.
Esta modalidad, conocida como "inyeccién en caliente" (hot injection), facilita la
reduccion del tiempo de las etapas de secado [29], e incluso la remocion total de
las mismas [30].

En aquellos casos en los que el espectrémetro no dispone de la modalidad
de inyeccion en caliente, es posible programar una etapa de calentamiento previo
a la inyeccion, y depositar luego la solucién cuando la superficie de deposicion
haya alcanzado una temperatura tal que permita la evaporacion acelerada del
solvente [31]. En la experiencia del autor del presente trabajo, puede que no sea
posible implementar esta opcién en algunos espectréometros de fabricacion
relativamente reciente. Ello se debe a que, como medida de seguridad, algunos
programas de control impiden la introduccion de la(s) solucidén(es) en el
atomizador hasta que éste se haya enfriado lo suficiente, con el objeto de

minimizar el dafio al material del capilar de inyeccion.

2.4.3. Secado a alta temperatura.

Una revision cuidadosa de la literatura relacionada con los programas
rapidos de atomizacion muestra que no es necesario evaporar la soluciéon
depositada en el atomizador empleando largas etapas de secado. Efectivamente,
y como lo ha demostrado el grupo de investigacion de Halls [7,32-34], es posible

secar soluciones tan variadas como agua [7,34,35], orina [7,31], sangre [7], O

> Este término se refiere a la plataforma de grafito o a la pared del atomizador. Aun cuando algunos
autores emplean el término superficie de atomizacion, este ultimo no parece adecuado, por cuanto
ciertos analitos son atomizados en fase gaseosa mediante la disociacion térmica de alguna
especie molecular o precursor.



material vegetal [32], en tiempos que pueden oscilar entre los 5 y los 20 s, en una
sola etapa.

Halls empleé una termocupla para el estudio de la evolucion de la
temperatura de gotas de agua depositadas en la pared de un atomizador durante
la etapa de secado [7]. Dicho autor hall6 que la velocidad a la cual aumenta la
temperatura de la gota durante dicha etapa es independiente de la rampa de
calentamiento programada cuando esta ultima es < 10 s. Esto quiere decir que es
posible calentar rapidamente el atomizador hasta la temperatura de ebullicion del
solvente (rampa= 1 s), sin que ello afecte negativamente el proceso de secado.
Esto, a su vez, reduce el tiempo durante el cual debe mantenerse dicha etapa
para alcanzar el secado total de la solucion depositada. Con esta aproximacion se
consiguié programar etapas de secado de 5-15 s de duracién (T= 130-140 °C) [7].
Lo anterior permitié el desarrollo de programas de atomizacion de hasta 23-31 s
de duracion. Los resultados de Halls fueron confirmados por Lopez-Garcia et al.
[36-38], quienes estudiaron el mismo fendmeno al depositar una alicuota de
solucion sobre la pared del atomizador, y sobre una plataforma de grafito.

La temperatura que se puede aplicar en la etapa de secado depende de
muchos factores, entre los cuales cabe destacar, ademas de los mencionados en
la seccion 2.4.1., el material (grafito pirolitico o estandar) y el tipo de superficie de
deposiciéon (plataforma o pared del atomizador). En este sentido, Halls reporté que
la inyeccion directa sobre la pared de un atomizador de grafito estandar permite un
secado mas rapido de la gota que sobre grafito pirolitico [7]. Cuando la inyeccion
se lleva a cabo sobre plataformas de grafito pirolitico puede ser necesario la
aplicacion de temperaturas nominales mayores (reportadas por el software de
control), con el fin de alcanzar temperaturas efectivas cercanas a la temperatura
de ebullicién del solvente. Esto se debe a la baja tasa de transferencia de calor
desde el atomizador (calentado resistivamente) hacia la plataforma (que a bajas
temperaturas se calienta por conduccion) [42]. Slavin et al. [31], Hinds et al. [39],
Hinds [40], y Loépez-Garcia et al. [36,37,41], desarrollaron programas de

calentamiento con etapas de secado a 400-600 °C para el analisis de



especimenes digeridos [31,40], asi como de suspensiones de suelos [39], tierras
diatomaceas [36,41], y comida marina [37]. Es posible, sin embargo, el secado a
temperaturas menores (Ts= 120°C) [42], por lo que la seleccidn final debe ser
criticamente evaluada.

Las aproximaciones hasta ahora presentadas pueden ser combinadas con
el objeto de reducir el ciclo de analisis de los programas de atomizacién
convencionales [44-46]. Sin embargo, y como se vera seguidamente, es posible
implementar métodos mas agresivos que permitan reducir de una manera
apreciablemente mayor la duracion del programa de atomizacién, sin que ello

afecte negativamente la calidad del analisis.

2.4.4. Remocion de la etapa de secado.

Esta aproximacion, al mismo tiempo de resultar atractiva, por cuanto implica
| eliminar una de las etapas mas largas del programa, ha sido una de las menos
implementadas [30,47]. Halls y Fell llevaron a cabo el secado de una solucion de
fluido de dialisis empleando una rampa de |Os hasta alcanzar la temperatura de
pirélisis (1400 °C) en la determinacion de aluminio por GFAAS [47]. De esta
manera fue posible evaporar aceleradamente el solvente, al mismo tiempo que se
eliminaron los concomitantes de la matriz responsables de las interferencias. La
duracion de los programas de atomizacion fue de 27-30 s.

De acuerdo con Li et al., el uso de un programa rapido sin etapa de pirolisis
arrojo resultados por debajo de los valores de referencia en la determinacion de
As y Pb en materiales de referencia [30]. El programa fue modificado de manera
que se elimind la etapa de secado, y en su lugar se introdujo una etapa de pirdlisis
a 1000 °C. La solucién fue depositada sobre una superficie pre-calentada (120
°C), y se recurri6 a la adicion del modificador quimico paladio + nitrato de
magnesio para la estabilizacién térmica de los elementos en cuestion. De acuerdo
con los autores, el desempefio del atomizador calentado transversal mente
(THGA, por las siglas de su nombre en inglés) contribuy6 al secado instantaneo de

la solucion durante su deposicion. La etapa de pirdlisis, ademas de ayudar a



eliminar los interferentes presentes en la matriz de los materiales analizados,
también contribuyd a remover los vapores del solvente generados durante el
proceso de deposicion en caliente de las soluciones correspondientes. De esta
manera, se eliminaron las posibles perdidas del analito que podian tener lugar por
la expansion térmica de la atmdésfera dentro del atomizador durante la etapa de
atomizado [33-35,48-50]. Los valores obtenidos bajo estas condiciones resultaron
estadisticamente indistinguibles de los valores certificados para los materiales de
referencia analizados, al tiempo que se redujo el tiempo del programa de

atomizacion a 24 s.

2.4.5. Eliminacién de la etapa de pirdlisis.

Dado que la pirdlisis es una de las etapas del programa de atomizacion que
mas tiempo consume, parece tentador eliminar esta etapa para acelerar el ciclo de
andlisis. De hecho, la misma es omitida en una porciéon importante de los
programas rapidos de atomizacion desarrollados hasta el presente [30-38,41,51-
63]. Lo anterior, sin embargo, ha de ser evaluado cuidadosamente, ya que el
ambiente en el que se genera el vapor atomico, y el éxito de la determinacion,
vendran determinados por: i) la naturaleza del espécimen a analizar; i) la
preparacion previa a la que ha sido sometida; iii) el volumen de solucion
introducido en el atomizador; y, iv) las caracteristicas del programa de
atomizacion.

Bendicho et al. estudiaron el efecto de la pirdlisis en la atomizacion
electrotérmica de Cu, Co, Cr, Fe, Mn y Ni en suspensiones de materiales vitreos
[64]. El trabajo, hay que destacar, no estuvo enfocado al desarrollo de programas
rapidos de atomizacion. Sin embargo, el caso sirve para ilustrar que la evaluacién
cuidadosa de las diversas etapas que componen un, programa de atomizacion, y
en particular la etapa de pirdlisis, puede conducir a una reduccion significativa de
la duracién del mismo.

De acuerdo con dichos autores, los valores de absorbancia integrada para

los elementos en cuestidn, en presencia y en ausencia de la etapa de pirdlisis, no



varian significativamente. Lo anterior no debe resultar sorprendente, por cuanto
los elementos determinados presentan gran estabilidad térmica, como lo reflejan
las altas temperaturas de pirdlisis que se pueden alcanzar en ausencia de
modificadores (= 1100 °C). Gracias a ello, no se observan perdidas de los analitos
durante el rapido incremento en la temperatura que ocurre en la etapa de
atomizacion, lo cual puede tener lugar en el caso de elementos mas volatiles [36].
Los componentes de la matriz, principalmente 6xidos de Ca, Mg, Si, etc., también
poseen caracter refractario, por lo cual no pueden ser eliminados en la etapa de
pirdlisis. En base a lo anterior, los autores llegaron a la conclusién que esta etapa
resulta totalmente innecesaria, y que en consecuencia puede ser eliminada sin
que esto vaya en detrimento del analisis.

Slavin et al. [31], y Bradshaw y Slavin [62], evaluaron algunos de los efectos
que tiene eliminar la etapa de pirdlisis sobre la atomizacidon electrotérmica de
analitos con diferentes volatilidades. Los valores encontrados en el analisis de
varios materiales de referencia coincidieron con los valores certificados; en tanto
que la precision, en términos de desviacion estandar relativa, no se vio
comprometida empleando dicha condicién (< 5 %). En el estudio se observaron
perdidas parciales de As y Se, asi como la distorsién de los perfiles de las senales
analiticas correspondientes [62]. Esto ultimo hace que la cuantificacion deba
llevarse a cabo a través del registro del area de pico (absorbancia integrada). La
adicion del modificador quimico puede ser util, por cuanto el mismo puede
contribuir notablemente a mejorar el perfil de la sefial analitica.

Evidentemente, habra oportunidades en las que no sera posible eliminar la
pirdlisis del programa de atomizacion. La duracion de la misma debera ser
reducida al minimo en esos casos, sin llegar a comprometer el desempefio del
programa [7]. De acuerdo con Halls [7], la duracion de la etapa de pirdlisis debe
ser tal que permita la correccion adecuada de la absorbancia no especifica por
parte del sistema de correcciéon de fondo. Esto, en opinién del autor del presente,
pudiese traer consigo un detrimento en los limites de deteccidon de la metodologia,

debido a una posible desmejora de la relacidon senal/ruido.



2.4.6. Omision de la etapa de limpieza.

Se menciond previamente que la extension de esta etapa no suele afectar
significativamente la duracién total del programa. Sin embargo, algunos autores
han encontrado que es posible eliminar la misma, y reducir aun mas el ciclo de
atomizacion [37,40,47]. Lopez-Garcia et al. emplearon esta aproximacion en el
analisis de suspensiones de comida marina y tierras diatomaceas [37,40]. El
empleo de perdxido de hidrégeno como agente oxidante contribuyd a minimizar la
alteracion de la superficie de la plataforma debido a la pirdlisis de la materia
organica, y el deterioro subsiguiente de los analisis que tienen lugar en estas
condiciones. En el segundo caso, el uso de acido fluorhidrico como medio de
suspension, permitié la eliminacion efectiva del silicio presente en el espécimen
de interés, el cual es responsable del deterioro acelerado de los atomizadores y
de las plataformas de grafito. En todos los casos, la aplicacion de temperaturas
de atomizacion elevadas (T < 2400 °C) contribuy6 a eliminar los remanentes de la
matriz que pudiesen permanecer en el atomizador al concluir cada ciclo de
atomizado [37,40,47].

2.4.7. Aplicaciéon de modificadores quimicos permanentes.

Hasta el momento se han discutido los medios para reducir la duracion del
programa de atomizacion desde el punto de vista instrumental, principalmente. Sin
embargo existe otra manera, de caracter analitico, para llevar a cabo dicha
funcion: el uso de modificadores permanentes. El término se refiere al
recubrimiento de la superficie de deposicion por uno o mas compuestos, los
cuales ejerceran algun efecto sobre el sistema de estudio durante varios cientos
(de alli el adjetivo permanente) de ciclos de atomizacion. Algunas ventajas
importantes que traen consigo el uso de modificadores permanentes en GFAAS
son [65]:

o Simplificacién de los protocolos de inyeccion del auto-muestreador.

La presencia del modificador en el atomizador conduce a que sélo las



soluciones de trabajo tengan que ser inyectadas previo a cada ciclo de

atomizacion.

o Simplificaciéon de los programa de atomizacién. El acondicionamiento
inicial del modificador conduce a la transformacién de éste en su forma
activa, usualmente el metal en estado elemental. Lo anterior hace
innecesario el pre-tratamiento térmico del modificador en cada ciclo de
atomizado [22,26].

¢ Reduccién de los blancos metodologicos. Gracias a que el modificador
es sometido a un proceso de acondicionamiento térmico previo a su
utilizacion, es posible vaporizar durante el proceso a los contaminantes que
se encuentran regularmente en los reactivos quimicos empleados. Esta
reducciéon en los niveles del blanco asociado al modificador, redunda
positivamente en mejores limites de deteccion.

En base a lo discutido en las secciones precedentes, también es razonable
suponer que la aplicacion de modificadores permanentes pudiese contribuir al
desarrollo de programas rapidos de atomizacion. En este sentido, se podrian
programar etapas de secado a alta temperatura, o incluso eliminar estas etapas,
dado que el analito podria ser estabilizado térmicamente durante la deposicion del
mismo sobre el modificador. Esta area de investigacion, sin embargo, pennanece
escasamente explorada, como lo muestra el reducido numero de trabajos
publicados [66,67].

Meeravali y Kumar desarrollaron un programa rapido (t = 53 s) para la
determinacion de niquel en especimenes emulsificados de nafta y aceites por
GFAAS, empleando un modificador permanente de W-Ir [66]. La implementacion
del PRA resultd valiosa en el anadlisis de estos especimenes debido a que la
volatilidad de las mismas puede conducir a variaciones en la sefal analitica
durante el proceso. Por otra parte, el modificador permanente permitié la
determinacion de niquel durante aproximadamente 400 ciclos, contribuyendo asi
a la reduccién de los costos de analisis. Los blancos obtenidos de esta manera

fueron significativamente menores a aquellos reportados al emplear el



modificador de forma convencional, lo cual se tradujo en menores limites de
deteccion.

Vassileva et al. estudiaron el sinergismo modificador permanente (Ir)-
programa rapido en el analisis de especimenes vegetales por GFAAS [67]. El

"6 de 200 a 250 ciclos. De acuerdo con

modificador presentd una "vida analitica uti
estos autores, el recubrimiento puede ser renovado reiteradamente, aumentando
asi el "tiempo de vida”’ del atomizador. El hecho que esta figura sea menor a la
reportada por Meeravali y Kumar se debe a que el soporte de tungsteno aplicado
por éstos ultimos aumenta la estabilidad térmica del iridio, reduciendo las
pérdidas por volatilizacion del mismo. Vassileva et al. lograron reducir el ciclo de
analisis implementando la inyeccion en caliente de las soluciones sobre la
superficie de deposicion (90-110 °C), el empleo de una etapa de secado a alta
temperatura (200-300 °C), y la remocidbn de la etapa de pirdlisis.
Desafortunadamente, no es posible estimar el tiempo total del programa de
atomizacion por cuanto no se encuentran reportadas todas las caracteristicas

(rampa y duracion) de las etapas que constituyen al mismo.

2.5. El Concepto STPF dentro del marco de los programas rapidos de
atomizacion.

A principios de la década de 1980, Slavin et al. agruparon un conjunto de
mejoras analiticas e instrumentales que habian sido desarrolladas individualmente
con el propdsito de reducir, o en el mejor de los casos eliminar, los problemas que
constantemente referian los primeros usuarios de GFAAS [1]. Dicho compendio
fue bautizado con el nombre del Concepto STPF, y la implementacion del mismo
ha colocado a esta técnica entre las mas poderosas con las que cuenta el analista

para el analisis elemental a nivel de trazas. En esta seccidn se persigue discutir

% El tiempo de vida de un atomizador se define como el nimero de ciclos de atomizacién que el
mismo puede resistir antes de tomarse inoperante, bien sea por ruptura o por cambios en la
resistencia eléctrica del material.

" Se entiende por vida analitica util al nimero de disparos después de los cuales la sensibilidad de
las mediciones se reduce en un 25% de su valor original.



brevemente algunos de los preceptos que constituyen al mencionado Concepto, y

el papel que éstos desempefian en el desarrollo de los programas rapidos de

atomizacion.

Integracion de la senal analitica. La cuantificaciéon a través del area de
pico es una medida mas confiable de la concentracién del analito que la
altura de pico. Ello se debe a que aquella es independiente de los procesos
que pueden conducir a variaciones en la cinética de formacién de los
atomos y, en consecuencia, afectar el perfil de la sefal (altura y ancho).
Esto puede ser particularmente evidente al emplear programas rapidos de
atomizacién en los que se omite la etapa de pirdlisis [62]. Aun cuando
algunos autores continuaron empleando la altura de pico como medida de
cuantificacion durante la década de 1980 [7,33,34,47], incluso después de
la introduccién del Concepto STPF, dicha practica ha caido en desuso.

Uso de grafito pirolitico como superficie de deposicion. Algunos
autores prefieren el uso de grafito estandar como superficie de deposicion
cuando se ftrata de la  implementacion de programas rapidos de
atomizacion. Ello se debe a que el caracter hidrofébico del grafito pirolitico
trae como desventaja que los tiempos de secado sean mayores [7,32,46].
El uso del grafito estandar, sin embargo, no es recomendable para la
determinacion de elementos que formen carburos estables (V, Cr, etc.).

La plataforma de L'vov. La utilidad de ésta, dentro del contexto de los
programas rapidos, ha sido cuestionada. De acuerdo con algunos autores
[28], es menester someter al atomizador a temperaturas elevadas para que
la temperatura de la plataforma permita el secado acelerado de la solucion
depositada. Esto puede traer como consecuencia la evaporacion explosiva
de la misma, con el consecuente deterioro del analisis. Sin embargo,
numerosos autores han desarrollado programas rapidos con etapas de
secado a altas temperaturas (400-600 °C) sin problema alguno [39,40].

Maxima velocidad de calentamiento en la etapa de atomizacidn.

Algunos autores no aplican esta premisa en los programas rapidos de



atomizaciéon desarrollados [7,34,56]. Halls destaca que se puede emplear
la maxima velocidad de calentamiento si se desea una reduccién aun
mayor en la duracién del ciclo de medicion [7]. Sin embargo ese mismo
autor empled, paraddjicamente, rampas de calentamiento en algunos de los
programas desarrollados [7], sin exponer las razones que lo condujeron al
uso de las mismas.

e Correcciéon de fondo por efecto Zeeman. En ausencia de una etapa de
pirélisis, los concomitantes de la matriz que no son eliminados seran
responsables de un incremento en la absorcion no especifica. EI empleo
de este corrector de fondo puede contribuir a incrementar la tolerancia
hacia la masa de matriz que puede ser co-volatilizada durante la etapa de
atomizacién, permitiendo el desarrollo de programas rapidos sin la
mencionada etapa. Una vez mas, hay que tener en cuenta el posible efecto
negativo que esto puede tener sobre los limites de deteccién, en caso de un
deterioro de la relacion sefal/ruido.

¢ EIl empleo de modificadores quimicos. Numerosos autores consideran
que, en ausencia de la etapa de pirdlisis, resulta innecesaria la adicién de
estos compuestos. Sin embargo, esto no puede ser considerado como una
regla general, ya que es bien sabido que existen elementos volatiles que
pueden ser expulsados del atomizador a causa del rapido aumento de la
temperatura que antecede a la etapa de atomizacién [37,59]. Por ello, no es
conveniente descartar a priori el empleo de los modificadores quimicos, aun
cuando la solucion a analizar no sea sometida a una etapa de pirdlisis.
Adicionalmente, estos compuestos pueden contribuir a mejorar el perfil de
las sefales analiticas en programas rapidos que carecen de la etapa de
pirolisis [62], y posiblemente la calidad del analisis.

Lo anterior sirve para ilustrar que, independientemente del reconocido
impacto que tiene el Concepto STPF en GF AAS, la implementacion del mismo ha
de estar supeditada a las necesidades del analista y al problema especifico al cual

se enfrenta.



2.6. Problemas asociados a la aplicacién de los programas rapidos de
atomizacién

Parece haber pocos problemas que puedan ser atribuidos directamente al
empleo de programas rapidos de atomizacion en GFAAS, en tanto las condiciones
analiticas e instrumentales sean seleccionadas apropiadamente para cada caso
en particular. Sin embargo, es importante destacar que, de acuerdo con
Schlemmer [68], el empleo de programas de atomizacion sin etapa de pirdlisis
puede conducir a un deterioro acelerado del atomizador. Segun dicho autor,
algunos analitos y/o concomitantes pueden reaccionar con el material del
atomizador a las altas temperaturas de las etapas de atomizacion y de limpieza sin
no son removidos adecuadamente. EI empleo de modificadores quimicos pudiese
contribuir en este sentido a la eliminacién de dichos componentes durante la etapa
de atomizado [37,40].

En cualquier caso, resulta dificil evaluar el impacto fisico-quimico al cual se
ven sometidos los atomizadores al emplear programas rapidos de atomizacion.
Esto es debido a que la estabilidad a largo plazo de la sehal analitica, en términos
de variaciones de la sefial promedio y/o de la desviacion estandar relativa, no es
un parametro que suele ser reportado por los investigadores. Lo anterior hace
menester entonces una evaluacidn mas cuidadosa de dicho factor, debido al
efecto que tiene, directamente, sobre el analisis mismo, e indirectamente sobre el
aspecto econémico.

Por otra parte, y como se mencion6 brevemente en una seccion anterior, la
remocion de la etapa de pirdlisis pudiese conducir a una desmejora de la relacién
sefal/ruido y, en consecuencia, a un aumento en los limites de deteccion. Esto sin
embargo, es aun objeto de conjetura, por cuanto dicho aspecto no ha sido
investigado en detalle.

2.7. Conclusiones
La implementacion de programas rapidos de atomizacion en GFAAS

representa una opcion atractiva para la reduccion tanto del tiempo como de los



costos de analisis. Los trabajos discutidos prueban que la seleccidén apropiada de
las condiciones de pre-tratamiento en el atomizador permite la obtencion de
resultados con exactitud y precision comparables a las que se obtendrian
empleando programas convencionales de atomizacién, pero en una fraccién del
tiempo usual. Es razonable pensar, en base a lo anterior, que las ventajas que trae
la aplicacion de programas rapidos de atomizacion deberian, en principio,
compensar la seguridad que proveen los programas convencionales. Prueba de
ello resulta el hecho que algunos de los componentes del Concepto STPF pueden
ser excluidos del programa de atomizacion sin que ello afecte negativamente el
resultado final. Sin embargo parece menester una investigacion mas profunda,
antes de hacer conclusiones definitivas en este sentido. Adicionalmente, el doble
atractivo que presenta el uso de modificadores quimicos permanentes, en
conjunto con los programas rapidos de atomizacién, hace de éste un campo de

estudio que, igualmente, debe ser investigado con mayor detenimiento.
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Capitulo 3. Programas rapidos de atomizacién en espectroscopia de absorcion
atdmica con atomizacion electrotérmica: Determinacion de cadmio en muestras de

orina. ©

3.1. Resumen.

Se desarroll6 un programa rapido de atomizacion (42 s) para la
determinacion de cadmio en especimenes de orina por espectroscopia de
absorcion atomica con horno de grafito. La optimizacion del programa se realizé
en tan solo 24 experimentos, gracias a un disefo factorial fraccionado del tipo 241
(resolucién V). La inyeccion de alicuotas de 10 yl de cada una de las soluciones
de trabajo (modificador + soluciones patrones/prueba) en un atomizador pre-
calentado (110 °C), la aplicacion de una etapa de secado a alta temperatura (300
°C), y la remocion de la etapa de pirdlisis del programa de calentamiento condujo
al desarrollo de un programa significativamente mas rapido que el correspondiente
programa "convencional" (105 s). El tratamiento de los especimenes de orina se
limité a su diluciéon (1:1) con una solucién de HNO3 al 4.0%. No se emplearon
modificadores quimicos, aparte del acido mismo, con el objeto de promover la
atomizacion del analito a baja temperatura (1200 °C); maximizar la separacion
temporal de la sefal analitica de aquella del fondo; reducir los blancos, y mejorar
el limite de deteccion de la metodologia. Bajo las condiciones mencionadas se
obtuvo un limite de deteccién (3s) de 0.12 ng mI™" Cd, y una masa caracteristica
de 1.78 pg/0.0044 s. La técnica de calibracion estandar fue empleada para la
cuantificacién de cadmio en los especimenes en cuestidon. La exactitud del método
fue evaluada a través de la determinacion de cadmio en el material de referencia
"Seronorm™ Trace Elements Urine Batch No. 115" (Nycomed Pharma AS). El
procedimiento propuesto fue aplicado en el analisis de especimenes puntuales de
orina tomadas de siete (7) voluntarios (fumadores y no fumadores). La
concentracion de cadmio varié entre 0.20 y 4.30 pg L™ con un valor promedio de

2.14 + 1.96 pg L. Finalmente, se llevd a cabo un ensayo de resistencia del

© E. A. Hernandez-Caraballo, M. Burguera, J. L. Burguera, Talanta 62 (2004) 419-424



atomizador bajo las condiciones quimicas (diluyente: 4.0% HNO3) y térmicas
(programa rapido de atomizacion) de trabajo, encontrandose una excelente
estabilidad de la sefal analitica, tanto en términos de exactitud (£ 10 % del valor

promedio) como de precision (< 10 %DER) durante 1060 ciclos de atomizacion.

3.2. Introduccién.

El cadmio es un elemento toxico cuyo(s) efecto(s) benéfico(s) en los
organismos vivientes, de existir alguno(s), se desconoce(n). Adicional mente, las
actividades antropogénicas han contribuido a elevar su concentracion en el medio
ambiente [1], lo cual incrementa los riesgos a los que dichos organismos se hallan
expuestos. La mineria, el refinamiento de metales como el cinc, la fabricacion de
plasticos, la produccion y la aplicaciéon de fertilizantes fosfatados, etc., son algunas
de las fuentes mas importantes de contaminacién ambiental [1,2]. Por otra parte,
el (mal) habito de fumar, el consumo de ciertos alimentos (leguminosas, arroz,
etc.), asi como la exposicidon a polvos de cadmio o a pigmentos conteniendo dicho
metal, son algunos de los principales medios a través de los cuales el mismo
puede afectar a los seres humanos [1-3]. Se deduce de lo anterior que el
monitoreo de las concentraciones de cadmio deberia ser, en general, una
actividad que deberia llevarse a cabo regularmente. Ello puede constituirse en una
herramienta fundamental en la prevencion de enfermedades causadas por dicho
elemento en el caso particular de individuos ocupacionalmente expuestos.

La determinacion de cadmio en sangre y orina es uno de los ensayos
toxicologicos mas importantes [1]. La informacion obtenida en el primer caso
permite evaluar posibles exposiciones recientes; en tanto que en el segundo caso
es factible determinar la concentracién total en el organismo, siempre y cuando los
rinones del individuo no hayan sido afectados de manera irremediable [1]. Las
bajas concentraciones en las que usualmente se encuentra presente este
elemento en dichos fluidos biolégicos demandan, en principio, de una técnica con
una alta sensibilidad que permita su cuantificacion. En este sentido, la

espectroscopia de absorcién atomica con horno de grafito (GFAAS) es la técnica



mas comunmente empleada [5-20]. Sin embargo, la misma no esta exenta de
problemas, particularmente en lo que se refiere a la determinacién de cadmio en
orina. Aspectos como la baja concentracion del analito, las altas concentraciones
de ciertos concomitantes potencialmente perjudiciales (principalmente NaCl), y las
bajas temperaturas de pirdlisis que pueden ser aplicadas sin incurrir en pérdidas
del analito, se cuentan entre las principales dificultades en la utilizacién de GFAAS
para la mencionada tarea.

Con el objeto de minimizar estas complicaciones se han implementado una
serie de propuestas analiticas y/o instrumentales, siendo la mas comun el empleo
de modificadores quimicos que estabilicen térmicamente al analito y/o aumenten
la volatilidad de los componentes de la matriz [6,9,12]. A pesar de las ventajas que
trae consigo el uso de modificadores, también es bien sabido que los mismos
pueden ser, a su vez, fuentes de problemas adicionales en el curso de un analisis
dado. Ciertamente, valores altos de los blancos (contaminacion); incremento en la
sefal de fondo; disminucién en la sensibilidad de las mediciones (sobre-
estabilizacion); reduccion de la vida util del atomizador, y altos costos, entre otros,
son algunos de ellos [21]. Por lo tanto, la aplicacion de los modificadores quimicos
en GF AAS deberia ser, en todas las ocasiones, cuidadosamente evaluada.

Otras alternativas empleadas con menos frecuencia han sido la
implementacién del concepto de "volatilizacion selectiva" [8], a través de la cual
los procesos de volatilizacién del analito y de la matriz son separados espacial y
temporalmente empleando una etapa de atomizacion lenta; asi como la
atomizacion desde una sonda insertada en un atomizador pre-calentado, con el
objeto de favorecer la atomizacion en un ambiente termodinamicamente mas
favorable [14], entre otras. El hecho que la primera aproximacion se desvie de los
preceptos del concepto STPF puede parecer inaceptable para algunos
investigadores; en tanto que es bien sabido que el insertar una sonda en un
atomizador perturba el pseudo-equilibrio térmico del sistema y, de hecho, aumenta

las pérdidas del analito a través de las aperturas adicionales que se necesitan



para insertar la sonda, sin mencionar la necesidad de un sistema electro-
mecanico mas complicado [22].

Adicionalmente a los problemas especificos asociados a la determinacion
de cadmio en orina por GFAAS, esta técnica también sufre de un problema mas
general, viz., extensos ciclos de analisis (> 1 min) [23]. Esto ultimo resulta
claramente adverso para aquellos laboratorios que conducen analisis de rutina,
no sélo porque disminuye el nimero de especimenes® que se pueden analizar por
dia de trabajo sino que, ademas, aumenta los costos. La forma mas expedita de
solventar esta dificultad ha sido la implementacion de programas de atomizacion
simplificados, en los que las etapas que usualmente constituyen dichos programas
son, o bien eliminadas, o cuidadosamente evaluadas, con el objeto de acortar el
ciclo de analisis [24,25].

La aplicacion de la estrategia mencionada previamente para la
determinacion de cadmio por GF AAS ha sido limitada [10, 11,13,15,17,19]. Halls
et al. desarrollaron un programa rapido de atomizacion de 21 s, aun cuando el
mismo se desvia significativamente del concepto STPF [10]. En este sentido, la
atomizacion se llevé a cabo desde la pared de un tubo de grafito estandar se
atomizd a baja velocidad, y se empleé un flujo de argén interno (30 ml min™), para
favorecer la volatilizacion selectiva; y finalmente se empled la altura de pico para
la cuantificacion. El programa de atomizacion mas rapido (16.6 s) para la
determinacion de cadmio en orina fue desarrollado por Knowles [11]. Dicho autor
logré simplificar de manera significativa el programa de atomizacién mediante la
inyeccion lenta de la solucién en un tubo particionado de grafito piroll'tico9 y la

eliminacion de la etapa de pirdlisis. La intensidad de la sefal de fondo fue reducida

¥ Desde el punto de vista estadistico, una muestra se refiere a un grupo (de tamafio finito) de
objetos tomados de una poblacion dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fabrica de
material de laboratorio. Cuando se habla de una porcién que es representativa del material original
para el momento en que es muestreada, e.g., sangre, se habla de un espécimen. Ambos términos,
sin embargo, suelen emplearse comunmente, aunque de forma errénea, sin distincion (ver W.
Horwitz, Pure & Appl. Chem. 62 (1990) 1193).

’ Este tipo de atomizadores poseen dos anillos en la parte interna, ubicados simétricamente a
ambos lados del puerto de inyeccién. El propdsito de los mismos es el de confinar a la solucién,
particularmente las organicas, en la regién central del atomizador para evitar su dispersion, y
promover una distribucion mas homogénea de la temperatura durante la etapa de atomizacion.



empleando oxalato de amonio como modificador quimico, asi como llevando a
cabo la atomizando a baja temperatura (1300°C). La cuantificacion, sin embargo,
se realizd por medio de la técnica de adicion de estandar. Littlejohn et al.
desarrollaron un programa de 57 s de duracion, con el objeto de simplificar la
implementacién general de GFAAS en el analisis de trazas [13]. El método
involucrd la inyeccion "en caliente", el empleo de paladio reducido en atmdsfera de
hidrogeno como modificador quimico, y la aplicacion de una etapa de pirdlisis a
1000 °C, con el propdsito de estabilizar térmicamente a los elementos de interés vy,
al mismo tiempo, facilitar la vaporizacion de los concomitantes de las matrices de
estudio. Li et al. implementaron programas rapidos (24-32 s) en la determinacion
de varios analitos en especimenes de diferentes naturalezas (ambientales y
bioldgicas), utilizando para ello un atomizador de calentamiento transversal [15].
Dicha aplicacion, sin embargo, fue limitada exclusivamente al analisis de
materiales de referencia y no a especimenes "reales". Chen et al. aplicaron un
programa de atomizacion (51 s) sin etapa de pirdlisis y sin modificador quimico
para la determinacion de cadmio en especimenes de orina [17]. La metodologia
propuesta incluyé la separacion inicial del analito mediante el paso de la solucién a
través de una columna conteniendo 8-hidroxiquinolina inmovilizaba en silice. Lo
anterior ciertamente aceler6 el ciclo de atomizacidén, aunque a expensas de un
mayor tiempo de preparacién de los especimenes. Finalmente, Campillo et al.
redujeron la extension de la etapa de medicion a través de la remocion de la etapa
de pirdlisis del programa de atomizacion, y llevando a cabo el secado de la
solucion a alta temperatura (220 °C) para acelerar la remocion del solvente [19].

La evaluacion critica de los trabajos mencionados en el parrafo anterior
motivo el desarrollo del presente trabajo. Siendo el objetivo del mismo, el
desarrollo de un programa rapido de atomizacion para la determinacion de cadmio
en especimenes de orina mediante GFAAS. Para tal fin, se empled un disefo
factorial fraccionado del tipo 2*" (resolucion 1V). La optimizacion se llevé a cabo
tomando en cuenta los siguientes factores i) velocidad de inyeccién; ii)

temperatura de inyeccion; iij) rampa de secado; vy, iv) duracién del secado. Tanto



el area de pico (absorbancia integrada), como el perfil de la sefial (relacion
altura:area) fueron empleadas como funciones de respuesta en el proceso de
optimizaciéon. No se emplearon modificadores quimicos, a excepcion del acido
nitrico utilizado en la dilucién de las soluciones. Es importante destacar que el
presente trabajo no estuvo disefiado con propdsitos clinicos, sino principalmente
como la evaluacién de un método alternativo para la determinacién de cadmio en
orina por GFAAS.

3.3. Experimental.
3.3.1. Equipos, accesorios y paquetes computacionales.

Se utilizé un espectrometro de absorcion atémica marca Perkin-Elmer,
modelo 4100ZL, equipado con una unidad de calentamiento electrotérmico, un
sistema de correccion de fondo basado en el efecto Zeeman, y un auto-
muestreador modelo AS-71. Se emplearon atomizadores e1lectrotérmicos de
calentamiento transversal, provistos de plataformas integradas de grafito. Los
mismos fueron acondicionados térmicamente previamente a su uso siguiendo las
instrucciones del fabricante [26]. Las determinaciones se llevaron a cabo a la
longitud de onda del cadmio (228.8 nm), empleando para ello una lampara de
catodo monoelemental marca Varian operada a 6 mA, y con una apertura del
monocromador de 0.7 nm. El disefio factorial y el analisis estadistico posterior se
realizé con MINITAB Statistical Software v. 13.1. (Minitab Inc.).

3.3.2. Reactivos y materiales.

Se empled polvo de cadmio metalico (MERCK, pro analysis) para la
preparacion de la solucién madre del analito. Se utilizé acido nitrico (Alfa Aesar,
99.999 %, metals basis) para la estabilizacion/preparacion de las soluciones de
trabajo. En todos los casos se us6 agua destilada y des-ionizada (Milipore), con
una resistencia de 18 MQ cm, en la preparacion de las soluciones
correspondientes. Todo el material de plastico y/o de vidrio empleado fue lavado

por inmersién en HNOs3 (10%) durante al menos 12 horas, y posteriormente



enjuagado con agua DDI y secado al aire protegido de posibles fuentes de

contaminacién aérea.

3.3.3. Especimenes.

Se recogieron especimenes puntuales de orina de voluntarios en
recipientes de 30 ml previamente lavados como se indicé en la seccion anterior.
dichos especimenes fueron acidificados a pH< 2 con acido nitrico al momento de
ser recibidos. Los especimenes fueron analizados inmediatamente, o conservados
a 4 °C en caso que el analisis no pudiera realizarse el mismo dia. Se utilizé el
material de referencia "Seronorm™ Trace Elements Urine Batch No. 115"
(Nycomed Pharma AS), el cual posee una concentracion reportada de cadmio de

3.8 ug L' [27], para la evaluacién de la exactitud del método.

3.4. Procedimiento.
3.4.1. Preparacion de las soluciones de trabajo.

Las soluciones de trabajo fueron preparadas mediante la dilucién adecuada
de una solucion madre de 1000 mg L™ de Cd con una solucion al 4.0% de HNOs3.
Los especimenes de orina fueron diluidos (1:1) directamente en los viales del
auto-muestreador (V= 1 ml) con el mismo diluyente que se empled en la
preparacion de los patrones. En este sentido, se dispensaron con una micropipeta
500 uL del diluyente, seguidos del mismo volumen de orina, y la solucion
resultante fue homogeneizada mediante el bombeo repetido de la micropipeta. El
material de referencia "Seronorm™ Trace Elements Urine Batch No. 115"
(Nycomed Pharma AS) fue reconstituido siguiendo las instrucciones del fabricante
[27], y posteriormente preparado para su analisis en la misma manera que los

especimenes de orina.

3.4.2. Optimizacion del programa rapido de atomizacion.
En base a ensayos preliminares se consideraron cuatro factores en el

proceso de optimizacion del programa rapido, viz., i) velocidad de inyeccién; ii)



temperatura de inyeccion; jij) duracion de la rampa de secado: vy, iv) duracion de
la etapa de secado. Debido a la interrelacion que cabria esperar exista entre ellos
se consideré como lo mas adecuado la optimizacion simultanea, empleando para
ello un disefio factorial fraccionado del tipo 2*' (resolucién IV). La Tabla 3.1
resume los niveles maximos y minimos para cada uno de los factores
mencionados. El disefio experimental se muestra a su vez en la Tabla 3.2, junto
con las respuestas experimentales empleadas en la optimizacion, i.e., el area de
pico (Aj), la altura de pico (Ay), y la relacion altura:area, normalizadas contra los
valores que se obtienen al emplear un programa convencional de atomizacién. Los
experimentos se condujeron de manera aleatoria, tomando tres (3) réplicas en
cada caso, con el objeto de obtener un estimado de la repetibilidad de las

mediciones.

Tabla 3.1. Factores y niveles empleados en el disefio factorial fraccionado.

Nivel
Caddigo Factor Minimo (-) Maximo (+)
A Temperatura de inyeccion (Tiny) / °C 90 110
B Velocidad de inyeccion (riny) /% 60 90
C Rampa de secado (rsec) /s 10 15
D Duracion del secado (tsec) /s 10 20

3.4.3. Determinacion de cadmio por GFAAS.
La Tabla 3.3 muestra los programas de atomizacién evaluados en el
presente trabajo. Las temperaturas reportadas corresponden a los valores

nominales provistos por el paquete computacional que controla al espectrometro.

1% Este término se refiere a la precisién dentro de un grupo (en inglés "within batch") medidas
individuales tomadas de forma consecutiva. Usualmente se suele emplear con este propésito,
aunque equivocadamente. el término reproducibilidad. Este ultimo es una medida de la precision
entre grupos de medidas (en inglés "between batch").



Tabla 3.2. Matriz del disefio experimental y respuestas empleadas en el desarrollo del

programa rapido de atomizacion.

Factores Patron acuoso™ Orina™
Exp. A B C D (%A)  (%AJA) (%A)  (%AVA)

96.9 1022 102.0 1079
1 - + + -

@7 (69 (25 (3.9

98.0 102.3 101.0 121.9
2 + + - -

©9 (53) (08) (719

101.0 9].4 104.4 105.7
3 - s + ¢

G5 (66 (6 (37

98.5 96.9 101.5 121.3
4 + i + -

©n 89 G0 (39

99.0 101.7 102.0 118.1
5 + & - +

09 (15 (14  (3.9)

96.4 978 105.4 108.2
6 + - + -

09 (@3 (32 (142

96.9 100.9 104.9 115.2
7 = i - +

16 @n 61 (19

08.5 93.8 102.0 124.0
8 + ¥ + i

(1.6) (53) (14  (5.6)

) Los porcentajes de recuperacion estin normalizados con respecto a los valores obtenidos
con el programa convencional de atomizacion. Los valores en paréntesis corresponden a la

desviacion estandar relativa (n= 3)



Tabla 3.3. Programas de atomizacion para la determinacion de Cd por GFAAS.™

a) Programa convencional

Etapa Temp. (°C) Rampa (s) Duracion (s)
Secado 110 1 20
Secado 130 10 30
Pirolisis 00 10 20

Enfriamiento 50 1 5
Atomizacion 1200 0 4 (Lectura)
Limpieza 2500 1 3

Temperatura de inyeccion: 60 °C; Velocidad de inyeccion: 100 %

Duracion del programa: 105 s.

b) Programa rapido
Etapa Temp. (°C) Rampa (s) Duracion (s)
Secado 300 10 20
Enfriamiento 50 1 5
Atomizacion 1200 0 4 (Lectura)
Limpieza 2500 1 1

Temperatura de inyeccion: 110 °C; Velocidad de inyeccion: 60%

Duracion del programa: 42 s.

) Flujo del gas de purga: 250 ml min™ en todas las etapas excepto durante la atomizacion

(flujo interrumpido), tiempo de correccion de linea base (BOC): 4 s,



Alicuotas (10 pl) de las soluciones de trabajo correspondientes fueron inyectadas
en un atomizador pre-calentado con el objeto de reducir la dispersion de la
solucion sobre la superficie de deposicidon, acelerar el secado de las mismas, y
mejorar la precision de las mediciones. La punta del capilar del automuestreador
fue posicionada cuidadosamente cerca de la superficie de la plataforma integrada
del atomizador, con el propdsito de acelerar aun mas el proceso de secado.

En ambos programas se incluyé un paso de enfriamiento previo a la
atomizacion con el objeto de realizar el ajuste de la linea base (en inglés "baseline
offset correction", BOC) de manera adecuada. La cuantificacién se llevé a cabo
exclusivamente mediante el registro de la absorbancia integrada (A;), aunque la
forma de la sefial analitica (relacion Ax:A;) también fue empleada en el proceso de
optimizacion. Los valores reportados a lo largo del trabajo corresponden al

promedio de tres (3) a cinco (5) mediciones realizadas consecutivamente.

3.5. Resultados y discusiones.
3.5.1. Evaluacién del programa convencional de atomizacion.

La optimizacion del programa convencional de atomizacion (PCA) se llevé a
cabo de la manera usual, es decir, variando un factor cada vez, manteniendo las
condiciones de los demas factores constantes. Para tal fin se emple6 un patron
acuoso de cadmio (0.02 ng Cd) y un espécimen de orina (diluido 1:1) dopado con
0.02 ng de Cd. La Figura 3.1 muestra las curvas de pirdlisis y de atomizacion,
respectivamente, en donde se grafican simultaneamente la absorbancia especifica
y no especifica (fondo). Se puede apreciar que, en este caso en particular en el
que no se emplean modificadores quimicos aparte del acido nitrico, es posible
aplicar una temperatura maxima de pirdlisis de 300-400 °C sin que ocurran
pérdidas del anal1to. Es interesante destacar que es posible conseguir una
reduccion importante del fondo a través de un incremento menor de la temperatura
de pirdlisis de 200 a 300 °C; en tanto que el mismo permanece posteriormente

constante en el rango de 300-500 °C. Esto se logra en gran medida gracias a la



adicion de acido nitrico, con lo que se consigue remover el cloruro responsable de

la absorcion no especifica en este tipo de especimenes bioldgicos.

Figura 3.1. Curvas de pirolisis y de atomizacion para (A) un patron acuoso de cadmio
(0.02 ng), y (M) un espécimen de orina diluido (1:1) y dopado con 0.02 ng de Cd. (@)

Absorbancia no especifica de la solucién de orina.
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Las curvas de atomizacién muestran la tendencia que habria de esperar
sobre la base de un mecanismo de expulsion del vapor atémico basado,
mayormente, en un proceso de difusién para un analito que no interactua con el
material del atomizador, es decir, una reduccion paulatina de la sefal analitica a
medida que aumenta la temperatura de atomizacion. La sefial de fondo, por otra
parte, aumenta continuamente en el rango de temperaturas entre 1100 y 1400 °C,

decreciendo ligeramente a temperaturas mas elevadas.

Figura 3.2, Efecto de la temperatura de atomizacion en los perfiles de la sefial atomica
(lineas solidas) y del fondo (lineas punteadas) para un espécimen de orina dopado con 0.02
ng de Cd. (a) 1200 °C; (b) 1300 °C; (c) 1400 °C; (d) 1600 °C. Las flechas indican una

ligera distorsion de la seiial analitica.
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Esta ultima observacion puede ser atribuida al hecho que una porcion cada
vez mayor de cloruro de sodio es co-volatilizada durante la etapa de atomizacion
a medida que la temperatura de la misma se aproxima al punto de fusion de esta
sal. Esto puede ser facilmente observado en la Figura 3.2. A medida que la
temperatura de atomizacibn aumenta se observa que los perfiles de la seoal
analitica se hacen cada vez mas estrechos, debido a que el proceso de
generacion, el cual define la porcion inicial de la seoal, y remocién del vapor
atomico, que determina el perfil de la porcion posterior al maximo, son funciones
de la temperatura. Por otra parte, la seoal de fondo también aumenta de manera
progresiva con la temperatura, al punto que ello causa una pequeoa, aunque
apreciable distorsion de la seoal analitica (sobre-correccién) entre 1400 y 1600 °C.
Tomando en consideracion estas observaciones se opté por un compromiso entre
las temperaturas de pirolisis, yde atomizado, las cuales fueron programadas en
300°C y 1200 °C, respectivamente. Finalmente, se incluyd una etapa de
enfriamiento previo a la atomizacion (ver Tabla 3.3) con el objeto de remediar una
sobre-correccion de la seoal analitica que se ha observado regularmente en el
modelo de espectrometro empleado en el presente trabajo [28-30]. De esta
manera fue posible hacer un ajuste adecuado de la linea base y evitar as el
problema mencionado.

A continuacion se condujo un estudio para determinar la concentracion
Optima de acido nitrico a ser empleada como diluyente/modificador quimico. La
seleccion de la misma se realizé sobre la base del efecto de dicho acido en la
magnitud de la absorbancia no especifica para una solucion de orina. Debido a
que resulta claro que la magnitud del fondo va a ser una funcién de la
concentracion de acido nitrico y, al mismo tiempo, de la temperatura de pirolisis, la
evaluacion se llevo a cabo variando, simultdneamente, ambas variables.

La Figura 3.3 muestra una superficie de respuesta de la magnitud del fondo,
en funcion de las variables mencionadas. Este método se considera
extremadamente util, al tiempo que mas eficiente, cuando se sabe que dos

variables pueden interactuar para definir una respuesta dada [30-33]. Es posible



apreciar en dicha figura un minimo en la sefal de fondo en el rango de

temperaturas entre 250 y 500°C, para una concentracion de HNO; entre 1.0 y 4.0
%.

Figura 3.3. Efecto de la temperatura de pirolisis y del acido nitrico en la seiial de fondo

para una solucion de orina diluida (1:1).
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Como se puede deducir de la Figura 3.1, resulta imposible aumentar la
temperatura de pirolisis por encima de 300°C, por cuanto ello conduciria a
pérdidas irremediables del analito. Por otra parte, es bien sabido que la
composicion de la orina vara entre diferentes individuos, as como para el mismo
individuo a los largo del da, dependiendo de una serie de factores bioldgicos y
ambientales. Por esa razon, se considerd apropiado emplear una solucion al 4%
de HNO3; como diluyente/modificador de forma de compensar dicha variabilidad.

Aun cuando esta concentracion podra parecer elevada, la evidencia experimental



mostré que no lo es tanto como para, en primer lugar, desmejorar los limites de
deteccién de la metodologia (debido a la contaminacién que podra ser introducida)
y, en segundo lugar, contribuir a acelerar el deterioro del atomizador, como se

mostrara mas adelante.

Figura 3.4. Comparacion de las pendientes de la técnica de calibracion estandar (TCE) y
de la técnica de adicion de estandar (TAE) en la determinacion de cadmio mediante
GFAAS empleando programas convencionales y rapidos de atomizacion. Las lineas

punteadas representan los limites inferiores de tolerancia aceptables.
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Finalmente se realizdé una comparacion entre las pendientes de las curvas
de la técnica de calibracion estandar y la adicién de patrones, tal y como se
aprecia en la Figura 3.4. Aunque es posible observar una pequefa diferencia entre
las pendientes correspondientes, cuando el analito es sometido al programa

convencional de atomizacion, la misma no excede al 10%. Por lo tanto, es posible



llevar a cabo la cuantificacion de la concentracion de cadmio en orina sin incurrir
en una merma significativa de la exactitud de las mediciones [34]. A pesar de la
robustez aparente del método, asi como de su clara simplicidad, resulta también
obvio que el largo ciclo de atomizacién (105 s) no es atractivo para implementar su
aplicacion rutinaria. Por lo tanto, los intentos que siguen a continuacién se
dirigieron hacia la reduccidén del tiempo de analisis y, como consecuencia
inmediata, aumentar la productividad de la metodologia sin afectar la simplicidad

de la misma.

3.5.2. Optimizacion del programa rapido de atomizacion.

Hasta donde alcanza el conocimiento del autor, el desarrollo de programas
rapidos de atomizacion ha sido llevado a cabo estudiando el efecto sobre la
variable respuesta de un factor (temperatura o tiempo de las etapas) a la vez. El
problema con esta aproximacion es que, por una parte, pueden ser necesarios un
numero importante de ensayos para cubrir el dominio del factor en cuestion lo
cual, ademas de incrementar el tiempo de optimizacién, puede ir en detrimento de
la integridad fisica del atomizador y, en consecuencia, de la calidad de la variable
respuesta como herramienta de optimizacion. Por otra parte, el programa de
atomizacion as desarrollado puede no ser "6ptimo" desde el punto de vista de la
duracién del mismo. Esto ultimo resulta del hecho que, por dicha va, no se toman
en cuenta las posibles interacciones entre las diversas variables
(temperaturas/tiempos de rampa/tiempos de duracién) que conforman al programa
de atomizacion. Algunos autores han recurrido a diferentes métodos
quimiométricos para optimizar las condiciones analiticas/instrumentales
involucradas en el analisis espectrométrico con el propdsito de solventar los
problemas anteriormente mencionados [35-40]. Con esto en mente, se optd por
implementar un disefio factorial fraccionado para llevar a cabo el desarrollo de un
programa rapido de atomizacion, eliminando la etapa de pirolisis, y combinando
las dos etapa de secado que forman parte del programa convencional (Tabla 3.3),

en una unica etapa de secado a alta temperatura.



Se escogieron cuatro (4) factores en el desarrollo del programa rapido, a
saber, la temperatura y la velocidad de inyeccion, y la rampa y la duracion de la
etapa de secado. Aunque la temperatura de secado fue considerada en un
principio entre los factores de estudio, se encontrd posteriormente que reducir la
temperatura de la misma por debajo de 300°C aumentaba las interferencias de
matriz, como lo evidenciaba la diferencia observada entre las pendientes de las
curvas de la t'cnica de calibracion estandar y la adicion de patrones. Por lo tanto,
dicha variable fue fijada al valor maximo permisible (300°C). En base a lo anterior
se seleccion un disefio factorial fraccionado del tipo 2*" (resolucién 1V), el cual
permitira evaluar el impacto de las variables escogidas en un numero reducido de
ensayos, a saber, 24 experimentos (cada corrida fue reproducida en tres
oportunidades para tener un idea de la precision de las mediciones). La Tabla 3.1
muestra los niveles minimos y maximos de los factores en cuestion.

La evaluacién del impacto de los diversos factores en el programa de
atomizacion resultante se llevé a cabo empleando tres (3) variables de respuesta,
a saber, i) la absorbancia integrada (como una medida de la sensibilidad), ii) la
relacion de altura de pico:area de pico (como una medida de la forma de la sefal
analitica) vy, iii) la repetitividad (corno una medida de la precision de las
mediciones). Las dos primeras variables fueron normalizadas con respecto a los
valores obtenidos empleando el programa convencional de atomizacion. Los
resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.2. Se puede apreciar que existe
una gran similitud (alrededor del 100%) entre las respuestas obtenidas bajo las
condiciones de estudio. Los niveles de los factores evaluados, tal y como se
presentan en la corrida experimental #5, permiten la obtenciéon de condiciones
adecuadas en términos de la exactitud (96.4-118.2%) y de la repetitividad de las
mediciones (0.9-3.9%), por lo que las mismas fueron escogidas como las
condiciones finales de trabajo (Tabla 3.3).

El hecho que, como se mencion anteriormente, los distintos factores
pueden interactuar entre ellos, y en consecuencia afectar las caracteristicas del

programa de atomizacion, se puede apreciar en el grafico de Pareto que se



muestra en la Figura 3.5. En el mismo se grafican los efectos de los factores
principales y de sus posibles interacciones versus su significacion estadistica. Se
puede apreciar que todos los factores principales (temperatura y velocidad de
inyeccion, y la rampa y duracién de la etapa de secado) son estadisticamente
significativos, es decir que la probabilidad de que los mismos afecten a las
variables respuestas es mayor que el valor de corte (a=0.1). También resultan
importantes las interacciones del factor A (temperatura de inyeccién) con los
demas factores (Factores AB, AC y AD en la Figura 3.5). Por lo tanto, las técnicas
estadisticas como la empleada en el presente trabajo, deberan ser aplicadas con
mas frecuencia para un desarrollo mas eficaz y acelerado de los programas

rapidos de atomizacion.

La inclusion de una etapa de enfriamiento previa a la atomizacion fue
necesaria por cuanto la misma redundé en el establecimiento correcto de la linea
base. Esto, como se destaca en una seccion posterior, también conducir a una
reduccion en los limites de deteccion de la metodologia. Por otra parte, es posible
recortar aun mas la duracion del programa al disminuir el tiempo de la etapa de
limpieza de 3 a 1 s. Esto ultimo no afectd la sensibilidad de las mediciones
(desviacion estandar relativa = 2.5%), al tiempo que la absorbancia integrada del
fondo permanecioé constante e igual a aquella obtenida al emplear tiempos de
limpieza mayores al analizar una solucion diluida (1:1) de orina. El programa
rapido que se muestra en la Tabla 3.3 es aproximadamente un (1) minuto mas
corto que el programa convencional, lo cual se traduce en un ahorro importante

en el tiempo de analisis.

Finalmente se realizé una comparacién entre las pendientes de las curvas
de la técnica de calibracion estandar y la técnica de adicidn de patrones
empleando el programa rapido de atomizacion desarrollado (ver Figura 3.4.). Las
pendientes resultantes son muy similares, difiriendo entre si en menos del 5%. Por

consiguiente, es posible llevar a cabo la determinacién de cadmio en orina



empleando una curva de calibracion acuosa con un grado de exactitud que,
resulta interesante destacar, seria mas alto que el que se alcanzaria con el

programa convencional y la misma técnica de calibracion.

Figura 3.5. Graficos de Pareto para (a,b) un patron acuoso (0.02 ng de Cd), y, (c,d) una
solucion de orina diluida (1:1) y dopada con 0.02 ng de Cd. Los diagramas a la izquierda
comresponden al andlisis basado en la absorbancia integrada, en tanto los de la derecha
comresponden a aquellos empleando la relacion altura:area de la sefial analitica. Las lineas
discontinuas indican la probabilidad de que un factor sea considerado como

estadisticamente significativo (a= 0.1).

i
L ] nj: E
& mmsa aemEm e e——
r —— =

= ;
R g -
E M _j B ) u:;:l . ™
= on A% 04 0% n% 1m 13 1% 1% 18 - T ’ H
- " i
o 1K |
§ AL ] 5 )
R J : |

| . ]

i |
L (4] o | iy

¥ T ¥ L] T T T T T T
LI L] i A in L] ] ¥ 3 '] & & T ]




3.5.3. Caracteristicas analiticas del método.

El limite de deteccion (3s) bajo las condiciones propuestas en la presente
metodologia fue de 0.06 ng mlI”" de Cd, el cual corresponde a 0.12 ng ml™ en
especimenes de orina cuando se toma en cuenta el factor de dilucién. Se encontré
que al variar el tiempo de correccion de la linea base de 2 a 4 segundos se
consiguié mejorar el limite de deteccion (LDD) en un factor de 1.7 (ver Figura 3.6).
El LDD encontrado es similar a otros reportados en la literatura empleando
procedimientos mas complicados. Dicho valor puede ser disminuido aun mas por
medios instrumentales, tales como el empleo de una lampara de linea de mayor
intensidad (lampara de descarga sin electrodos), atomizadores de calentamiento
transversal con los extremos parcialmente cerrados (end-capped), y conos de
grafito modificados [18,41]. La masa caracteristica (m./pg 0.0044 s), calculada a
partir de la pendiente de la curva de calibracion, fue estimada en 1.78 pg, la cual
no difiere significativamente del valor reportado por el fabricante del espectrometro
[26].

La exactitud del m'todo fue evaluada a través de la determinacion de
cadmio en el material de referencia Seronorm™ Trace Elements Urine (Batch
115), llevando a cabo la cuantificacidon con la técnica de calibracion estandar. Se
encontré una concentracion de cadmio de 3.93 + 0.05 pg L™, la cual no difiere
significativamente de los valores reportados en el certificado [27]. La repetitividad
fue mejor que 1.4 %DER; mientras que la reproducibilidad no excedi6 el 2.0
%DER.

3.5.4. Determinacion de cadmio en especimenes de orina por GFAAS.

Se llevod a cabo la determinacion de cadmio en especimenes puntuales de
orina de siete voluntarios (masculinos y femeninos con edades entre 26 y 52
anos) con diferentes habitos, a saber, desde fumadores pasivos u ocasionales (2-
3 cigarrillos por dia) hasta fumadores empedernidos (60 cigarrillos por dia). No se
tomaron consideraciones en cuanto a ajustar las concentraciones de cadmio con

respecto a las concentraciones de creatinina o a la densidad de los especimenes



[34], por cuanto el estudio no fue disefado para ser implementado a nivel clinico.
Las concentraciones variaron entre 0.20 y 4.30 ug L™ Cd, con un valor promedio
de 2.14 + 1.96 pg L™ Cd. Las concentraciones mas altas fueron encontradas,
como era de esperarse, en los especimenes pertenecientes al fumador mas
empedernido y en el caso de un individuo que trabaja con pigmentos en base a

cadmio.

Figura 3.6. Efecto del tiempo de correccion de la linea base sobre el limite de deteccion

metodologico.
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3.5.5. Evaluacion de la resistencia del atomizador.

De acuerdo con Schlemmer [42], es posible que la implementacion de
programas rapidos pueda conducir a un deterioro mas acelerado del atomizador
que el que causaria la implementacion de un programa convencional. Ello seria

particularmente importante en aquellos casos en los que la etapa de pirdlisis ha



sido eliminada del programa para acortar su duracion, como resultado del ataque
mas agresivo del material de grafito durante la etapa de atomizacion por parte de
los componentes de la matriz que no fueron removidos previamente. La extension
de dicho ataque dependera, por supuesto, de la reactividad de los componentes
del sistema analito-modificador-matriz hacia el grafito, asi como de las
temperaturas de las etapas del programa de atomizacién en cuestion.

La experiencia del autor indica que el impacto general, tanto térmico como
quimico, que resulta de la implementacion de programas rapidos de atomizacion
sobre la estabilidad de la sefal analitica y sobre la vida del atomizador no ha sido
evaluado hasta el presente con suficiente detenimiento. En dicho sentido, se
realizé un estudio sobre la estabilidad a largo plazo y la precision de las
mediciones en la determinacion de cadmio en una solucion diluida (1:1) de orina y
dopada con 0.02 ng de Cd, empleando el programa rapido de la Tabla 3.3. La
Figura 3.7 muestra las tendencias de las variables correspondientes para un
atomizador de grafito nuevo, después que el mismo ha sido sometido al
correspondiente pre-tratamiento t'rmico sugerido por el fabricante [26].

Resulta importante destacar que tras aproximadamente 500 ciclos se podia
apreciar un ensanchamiento importante del puerto de inyeccion. A pesar de ello,
la sensibilidad de las mediciones permanecid dentro de los limites aceptables de
tolerancia para el analisis de especimenes reales [34], tanto en términos de la
exactitud (+ 10 %), como de la precision (£ 10 %DER), con una unica excepcion,
por 1060 ciclos de atomizacion. El ensayo fue descontinuado después de 1100
ciclos, cuando la sefal se redujo a un valor correspondiente al 10% del valor
promedio (0.060 = 0.002 s). En este punto, el atomizador mostraba sefales de
corrosion severa del recubrimiento pirolitico, as como un ensanchamiento mayor
del puerto de inyeccién, aun cuando no se haba quebrado definitivamente.

Estos resultados contrastan con los reportados por otros autores quienes
encontraron que la sensibilidad de las mediciones para cadmio disminuian
progresivamente después de tan sélo 90-110 ciclos, hasta el rompimiento del tubo

al emplear modificadores quimicos convencionales (mezclas de paladio o fosfato



de amonio con nitrato de magnesio), incluso empleando programas convencional
de atomizacion, y en condiciones (temperaturas y duracion) de pirdlisis y
atomizacion "suaves". Fue sélo a través de la aplicacion de un modificador
quimico permanente (W-Rh) que la vida del tubo pudo ser extendida hasta ca.
700-1700 ciclos [43,44]. Nuestros resultados pudieran ser adscritos a la reduccion
del estrés térmico al cual se ve sometido el atomizador en las condiciones de
temperatura del programa rapido de atomizacion. Lo anterior también revela que el
empleo de una solucién de acido nitrico al 4.0% no parece afectar de forma
significativa a la integridad del atomizador y, mas aun, favorece la posibilidad de
llevar a cabo la determinacion de cadmio en orina mediante la técnica de
calibraciéon estan dar, haciendo del método una alternativa mas atractiva para su

aplicacion rutinaria.

Figura 3.7. Ensayo de resistencia de un atomizador de calentamiento transversal
empleando un programa rapido de atomizacion. Cada punto representa el promedio de

veinte (20) medidas consecutivas
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3.6. Conclusiones.

Se desarrollé un método rapido y simple para la determinaciéon de cadmio
en orina mediante GFAAS, el cual involucré la dilucién de los especimenes con
acido nitrico (4.0%), la inyeccion directa de las soluciones en un atomizador de
calentamiento transversal previamente calentado (110 °C), el empleo de un
programa rapido de atomizacién constituido por una etapa de secado a alta
temperatura (300 °C) y sin etapa de pirolisis, y la cuantificacion empleando una
curva de calibracion con patrones acuosos. La optimizacion del programa de
atomizacion se llevé a cabo mediante un disefio factorial fraccionado del tipo 2*"
(resolucién 1V), el cual limitd el nuUmero de experiencias necesarias, y permitid
tomar en consideracion en el proceso las interacciones entre los distintos factores
estudiados. Gracias a que no fue necesaria la adicion de modificadores quimicos,
aparte del acido nitrico, fue posible la atomizacion del analito a baja temperatura lo
cual, a su vez, facilité la separacion de la sefal analitica de aquella del fondo, y
con ello la obtencién de limites de deteccion comparables a los obtenidos con
metodologias mas complejas. Esto ultimo fue mejorado aun mas con la seleccion
adecuada del tiempo de correccidn de la linea base. Finalmente, la vida analitica
util del atomizador excedié los 1000 ciclos lo que, unido al aumento en la cantidad
de especimenes que se pueden analizar, contribuye de manera importante a la

disminucion de los costos de analisis.
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Parte Il

Fundamento y aplicaciones de las redes neuronales artificiales en

la quimica analitica



Capitulo 4. Fundamentos de las redes neuronales artificiales.

4.1. Resumen

El volumen de datos que pueden generar los cada vez mas sofisticados
equipos de analisis instrumental, asi como el tiempo que puede tomar la
interpretacion de los mismos, pueden a menudo abrumar a cualquier quimico
analitico. Es por ello que se hace necesario el empleo de herramientas para el
analisis y el procesamiento de datos que sean igualmente poderosas. Las redes
neuronales artificiales multi-capas entrenadas con el algoritmo de retro-
propagacion, se cuentan entre el grupo de las llamadas técnicas de computacion
inteligente disponibles para tal fin. El propdsito del presente trabajo es discutir, de
forma general, los fundamentos, capacidades y problemas del tipo de red neuronal

artificial previamente mencionada.

4.2. Introduccion.

El quimico analitico dispone actualmente de una enorme variedad de
técnicas instrumental es que le permiten atacar una cantidad de problemas de
diversa indole. La microelectrénica y la computacion, a su vez, han conducido a un
incremento en la cantidad de datos que se pueden obtener en cada experimento.
Ejemplo de ello lo constituyen los voltagramas/polarogramas, los espectros
infrarrojos de compuestos individuales, o los espectros UV-visible de mezclas,
entre otros. La extraccion de la informacion util a partir de dichos datos hace
necesaria la disponibilidad de técnicas computacionales igualmente poderosas.
Convencionalmente, esto se ha llevado a cabo a través de la aplicaciéon de
técnicas quimiométricas, e. g., analisis por componentes principales, analisis
discriminante, etc. [1] Mas recientemente, y con el mismo fin, se han venido
aplicando una serie de estrategias que se agrupan dentro de lo que se conoce
como técnicas de computacion inteligente [2], entre las que se destacan las redes

neuronales artificiales [3].



El presente trabajo esta dirigido a mostrar, de una forma sencilla, los
principios sobre los que se basan las redes neuronales artificiales, asi como sus
potenciales aplicaciones y los problemas asociados a su empleo. Es importante
acotar que actualmente existe una amplia variedad de redes neuronales y
algoritmos de entrenamiento. Este Capitulo, sin embargo, esta enfocado a la
discusion de un sélo tipo de red neuronal artificial, a saber, la red multi-capa (o en
cascada)'’ entrenada con el algoritmo de retro-propagacion. Esta simplificacion
del tema esta motivada principalmente por las siguientes razones [4]:

e Este tipo de red neuronal puede ser utilizada para resolver problemas que
involucren clasificacion, representacion grafica, modelado u optimizacion,
con minimas modificaciones en su arquitectura.

e La simplicidad de su desarrollo, aunado a su versatilidad, han hecho de
este tipo de red la mas empleada para la resolucién de problemas en el

area quimica.

4.3. Las Redes Neuronales Artificiales.

Las redes neuronal muti-capas entrenadas con el algoritmo de retro-
propagacion han sido ampliamente descritas en monografias [2-5], articulos
tutoriales [6-10], etc. Nuestro fin es el de mostrar una vision inicial de lo que son
estas herramientas y, posteriormente, ejemplificar las capacidades de las mismas
a través de algunas aplicaciones quimicas. El ejemplificar las capacidades de las
mismas a través de algunas aplicaciones quimicas. El presente trabajo esta
dirigido principalmente a lectores con escaso o ningun conocimiento en el area.
Por esa razdn, el empleo de ecuaciones matematicas ha sido restringido al
minimo necesario para la comprension de este topico. Para una discusidon mas
profunda de los temas aqui tratados el lector interesado puede consultar las

referencias [6-10].

' Ambas expresiones (multi-capas o en cascada) hacen alusién a la forma como "fluyen" los datos
a través de la red neuronal. por lo que se emplearan indiferentemente a lo largo de este trabajo.



4.3.1. La unidad fundamental: La neurona.

Las computadoras bioldgicas (cerebros) estan constituidas por un numero
variable de unidades que, esencialmente, son las responsables de las maravillas
de las que son capaces los seres vivos: las neuronas. La Figura 4.1 (a) muestra
un esquema simplificado de uno de los varios tipos de células nerviosas y las
partes que la componen. La funcién principal de dichas células es la transmision y
el almacenamiento de informacion necesarias para la adaptacion del individuo al
entorno siempre cambiante en el que vive. Resulta Iégico entonces que algunos
de los intentos llevados a cabo por el hombre para crear inteligencia artificial,
hayan comenzado con un intento por simular la engafosa simplicidad de dicha
unidad. La Figura 4.1(b), por otra parte, muestra un esquema de una neurona
artificial.

El procesamiento de los impulsos nerviosos, en el caso biologico, y de los
datos, en el caso artificial, es bastante similar, por lo que sélo nos referiremos a
como esto tiene lugar en esta ultima instancia. El "cuerpo" de la neurona recibe
datos (Xi) del usuario o de otras neuronas a través de un numero variable de
conexiones. La fuerza de dichas entradas es modificada a través de los pesos (w)),
los cuales desempefian un papel similar al de las conexiones sinapticas'?.

Cada neurona artificial lleva a cabo unicamente dos funciones, siendo la

primera de ellas la suma ponderada de los datos de entrada:

Zi =2wiXi (1)

El valor resultante de esta operacion puede ser muy grande o negativo.
Desde el punto de vista biolégico, esto ultimo no tiene sentido por cuanto se sabe
que una neurona emite o0 no wuna sefial electroquimica (aunque

computacionalmente lo anterior no tiene importancia). Es principalmente por la

"2 Este tipo de conexiones tiene lugar entre las ramificaciones del axén de una neurona vy las
dendritas de otra neurona. El proceso de transmision del os impulsos nerviosos, es esta interfase
en particular, se lleva a cabo a través de las sustancias quimicas conocidas como
neurotransmisores.



primera razon, i. e., la magnitud de la suma, que el valor resultante es sometido a
un segundo procesamiento. Aqui los valores son transformados mediante una
funcién de transferencia, la cual reduce el rango de los valores de salida de la
neurona a un intervalo mas estrecho'. La Tabla 4.1 resume algunas de las
funciones de transferencia mas empleadas en la actualidad, asi como los rangos

dentro de los cuales son expresados los datos de salida.

Figura 4.1. Diagrama simplificado de una ncurona biologica (a), y de una artificial (b).
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" Por esta razén, dichas funciones han sido bautizadas también con el adjetivo anglosajén
squashing ("aplastadoras").



Tabla 4.1. Funciones de transferencias y rangos de los datos de salida.

Nombre Ecuacion Rango

Sigmoide unipolar Y = 1 [0, 1]
' e e“tz'j

Sigmoide bipolar P 2 | [-1.1]

Tangente hiperbolica Y, =Tank(Z,) -1, 1]
i “d

Lineal Y, =Z, Reales

La Figura 4.2 muestra el perfil de una de las funciones de transferencia mas
comunmente empleadas: la sigmoide unipolar. En dicha Figura se puede apreciar
una region en la que la neurona no transmite sefal (Y;= 0), independientemente
del valor de entrada (Z; < -5); y una region en la que la sefial de salida es maxima
(Yi= 1), para valores de entrada Z; > 5. Entre esas dos zonas existe una region de
transicidon en la que la respuesta varia continuamente de manera no lineal (zonas
en gris) y/o linealmente (zona en blanco). La capacidad de una neurona (o de una
red neuronal), Para adaptar sus pesos de manera de generar una respuesta en
alguna de las zonas mencionadas anteriormente, es lo que le otorga a estas
herramientas el poder para la ejecucion de tan diversas tareas. Lo anterior sera
visto con mas claridad cuando discutamos posteriormente los tipos de problemas

que se pueden resolver empleando redes neuronales artificiales.



Figura 4.2. Funcion de transferencia sigmoidal. El ajuste de los pesos durante la etapa de
entrenamiento permite establecer las relaciones adecuadas (lineales o no lineales) entre los

datos de salida (¥;) y los de entrada (Z;).
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4.3.2. La unién hace la fuerza: La red neuronal.

Como se vio en la seccion anterior, cada neurona lleva a cabo una funcién
muy simple: sumar los "estimulos" y generar una "respuesta”. Esto por si solo es
insuficiente como para explicar la increible capacidad de los seres vivos para
desempefarse (adaptarse) en un medio ambiente cambiante. De hecho, algunos
investigadores han mostrado que las sefales generadas por las neuronas son
muy similares entre especies que difieren grandemente en desarrollo
(evolutivamente hablando), e.g., un caracol y un profesor universitario [3]. Por otra
parte, también se sabe que las neuronas son entre cinco y seis ordenes de
magnitud mas lentas que cualquier procesador de silicon utilizado en cualquier

computador moderno. Sin embargo, un ser humano es capaz de ejecutar algunas



tareas a velocidades que no han podido ser emuladas por estos ultimos, e.g.,
reconocer de un vistazo el rostro de un amigo entre una muchedumbre [4]. De lo
anterior se deriva la conclusion de que el poder del cerebro y de su simulacion
artificial radica no en sus elementos constituyentes per se, sino en la union de
ellos: "La unién hace la fuerza".

Una red neuronal artificial no es mas que una herramienta computacional
disefiada para simular la forma como el cerebro lleva a cabo algunas de sus
tareas. La Figura 4.3 muestra un esquema general de una red neuronal artificial
del tipo cascada. Este tipo de representacion es muy util en la etapa de disefio de
la red, por cuanto permite visualizar facilmente la forma como fluyen los datos, y
como éstos son transformados por cada una de las neuronas que la constituyen.
La red neuronal mostrada en la Figura 4.3 consta de cuatro capas activas, i. e.,
tres capas escondidas y una capa de salida; cada una de las cuales, a su vez, se
encuentra conformada por un numero variable de neuronas interconectadas entre
Si.

Se ha dicho que una red neuronal con una sola capa escondida es, por si
misma, un "aproximador universal", es decir, que es capaz de resolver cualquier
problema. En este sentido, es el investigador quien debe evaluar y decidir acerca
de la necesidad de emplear mas de una capa escondida. El nimero de nodos' en
la capa de entrada y de neuronas en la capa de salida viene determinado por las
caracteristicas de cada problema, y dependen del numero de descriptores y
soluciones del mismo. Por el contrario, el nimero de neuronas y capas
escondidas, asi como las funciones de transferencia, deben ser determinados y

optimizados para cada situacion en particular.

'* Esta expresion se emplea exclusivamente para diferenciar a las unidades que conforman la capa
de entrada de las unidades en las capas activas (neuronas), por cuanto las primeras, como ya se
discutio: NO ejecutan ninguna funcién de transformacion; SOLO distribuyen los datos a las capas
siguientes.



Figura 4.3. Diagrama simplificado de una red ncuronal artificial de tipo cascada. Los
datos introducidos por ¢l usuario “fluyen™ exclusivamente desde la capa de entrada hacia la

capa de salida. La correccion de los pesos al emplear cl algoritmo de retro-propagacion se

lleva a cabo en la dircccion contraria (de alli ¢l nombre del algoritmo).
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4.4. Desarrollo de una Red Neuronal Artificial.
El desarrollo adecuado de una red neuronal involucra una serie de

consideraciones y de pasos que se discuten brevemente a continuacion.

4.4.1. Entrenamiento.

El entrenamiento de una red neuronal es el proceso a través del cual se
ajustan los pesos, de manera que la respuesta de la misma se aproxime lo mas
posible a la respuesta esperada (conocida) por el investigador. Ello quiere decir

que, en esta primera etapa, es preciso suministrar tanto los datos de entrada



(descriptores del problema) como los de salida (soluciones del problema). A cada
pareja de datos entrada/salida se le conoce como "patron"; en tanto que el
proceso de entrenamiento ejecutado de la manera previamente mencionada, es
del tipo "supervisado". Existe otro tipo de estrategia, la "no supervisada", en la que
solo los datos de entrada son suministrados a la red, y se permite que ésta se
estabilice a través del empleo de algun tipo de algoritmo. Este ultimo tipo de
aprendizaje, sin embargo, no sera discutido en el presente trabajo.

El proceso de ajuste de los pesos se lleva a cabo de manera iterativa,
comparando las respuestas que arroja la red al suministrarsele un grupo de datos
de entrada con las respuestas proporcionadas a la misma, y buscando minimizar
la diferencia entre ambas respuestas mediante algun algoritmo. Una de las
funciones empleadas para monitorear tal diferencia es el error cuadratico medio
(ECM) [11]:

o 31 UL 1), @
: n

en donde Y; corresponden a la i-ésima respuesta que arroja la red y que

Red y yiReal’
suministra el usuario, respectivamente, y n es el numero de patrones empleados
en el entrenamiento. El ajuste de los pesos se ejecuta mediante diversas

estrategias, una de las cuales se discutira posteriormente.

4.4.2. Patrones: Caracteristicas y transformaciones.

La calidad del modelo generado por una red neuronal depende, en gran
medida, de la calidad de los datos suministrados a la misma. Por esa razén, el
investigador ha de hacer especial énfasis en la seleccion de los datos que se van
a emplear en el entrenamiento. Ellos han de ser, primeramente, representativos
del problema en cuestion. La escogencia equivocada de datos anémalos se va a

traducir en un modelo neuronal errado. Es aconsejable, en segundo lugar,



seleccionar una cantidad "grande" de patrones'®, de manera que la red disponga
de suficientes ejemplos con los cuales ajustar los pesos correspondientes.

Otro punto importante es el pre-tratamiento de los datos. En muchos casos
se hace imprescindible transformar los datos de entrada; en particular cuando
éstos difieren entre si, por ejemplo, en las unidades de medicién, magnitud, etc. Lo
anterior se hace con el fin de evitar que la red le otorgue a priori una importancia
indebida a ciertos datos basandose en aspectos que no son de relevancia para la
solucion del problema. Las transformaciones pueden ser de varios tipos, a saber,
normalizacién, estandarizacidon, reduccién mediante analisis por componentes
principales, etc. Debido a que no existen reglas claras que permitan determinar
cual transformacion puede ser la mas adecuada para un problema dado, se hace
imprescindible que el investigador evalue a menudo varias de ellas antes de la
seleccion final.

El pre-tratamiento de los datos de salida es menos complejo, por cuanto
soOlo puede haber dos casos: salidas binarias o continuas. En el primer caso los
datos de salida son codificados mediante una combinacion de 0 y/6 + 1. En el
segundo caso, puede ser necesaria la normalizacion de los datos (dividiendo entre
el valor mas alto). El primer tipo de transformacion puede verse mas claramente
con un ejemplo. Supongase que un analista desea determinar cual de entre tres
casas comerciales (A, B y C) fabrica un medicamento "X", mediante redes
neuronales artificiales, empleando como dato de entrada el cromatograma de
dicho compuesto. La salida de la red sera entonces la casa comercial, en cuyo
caso se puede utilizar una capa de salida con tres neuronas. El cédigo que
identifique a cada fabricante, de emplearse una funcién de transferencia sigmoidal,
podria ser A(1,0,0), B(0,1,0) y C(0,0,1). Durante el entrenamiento, la red neuronal
buscara entonces ajustar los pesos de forma que la sefal de salida, por ejemplo
en el caso de una funcidn de transferencia sigmoidal, se encuentre en la region de

minima (Y;= 0) o maxima (Y; = 1) respuesta (ver Figura 2).

'3 El tamafio de la base de datos depende, exclusivamente, de la complejidad propia del sistema de
estudio. Por esta razén, no existen reglas que le sugieran al usuario qué cantidad minimas de
datos sera necesaria para la resolucion adecuada de un problema dado.



4.4.3. La Regla Delta Generalizada.

Como ya ha sido mencionado, el ajuste de los pesos se lleva a cabo con el
fin de minimizar la diferencia entre la respuesta de la red y la respuesta "real".
Para esto es posible emplear distintas funciones de aprendizaje. Una de las mas
utilizadas para tal fin es el algoritmo de retro-propagacion, también conocido como
la Regla Delta Generalizada [6]. Esta estrategia puede ser implementada en
arquitecturas con conexion total o parcial entre neuronas de capas consecutivas, 0

entre capas no consecutivas (ver Figura 4.4).

Figura 4.4. La rcgla delta generalizada pucde ser implementada en arquitecturas con
conexion: (a) total, (b) parcial (las neuronas en blanco no reciben informacion de todas las

neuronas), o (¢) cntre capas no consccutivas (linea gruesa).

(=)

Debido al caracter general de este articulo vamos a dejar a un lado la
derivacion detallada de la misma, y nos conformaremos con presentar la forma

general de esa expresion [3]:
AWji[z Wji[(nuevo) _ Wji[(anterior) = nSJ[Yi([_ 0+ M[iji[(anterior)] (3)

en donde los sub-indices j e i representan a la neurona actual y a aquella de

donde proviene la sefal de entrada, respectivamente; el super-indice [ indica la,
capa en la que se esta haciendo el ajuste de los pesos; §; (cuya derivacion, que no

sera discutida en este trabajo, depende de la capa en cuestion) es el error



asociado a la j-ésima neurona; y Y; es la respuesta de la i-ésima neurona. El
término n, la tasa de aprendizaje, es una variable que determina la velocidad de
busqueda en el espacio de soluciones (ver el parrafo siguiente). Por otra parte, el
término a la extrema derecha de la igualdad, y que incluye al factor de momento
(), es una modificacion del algoritmo de retro-propagacion que contribuye a
"impulsar" la busqueda en la direccion mas favorable. Ambas variables (cuyos
valores oscilan entre 0 y 1) deben ser determinadas empiricamente por el usuario
de acuerdo a cada caso. Algunos autores sugieren que la suma de los mismos
debe ser menor o igual a 1 [3], pero ello no necesariamente tiene por qué ser asi
[12].

La minimizaciéon del error puede ilustrarse graficamente (ver Figura 4.5)
como el ajuste de los pesos de manera de encontrar un minimo (maximo) global
en una superficie N-dimensional cuyo tamafo viene dado por el numero de
variables independientes involucradas en el problema (en el ejemplo hipotético de
la Figura 4.5 se trata de un espacio bidimensional). Inicialmente se desconoce la
direccion de busqueda, porlo que es necesario asignar los valores numéricos de
los pesos de forma aleatoria. En este sentido, es preciso destacar que el
desempefio de una red neuronal puede depender de esta escogencia inicial
(jsobre la que no se tiene control!) [7]. Es por ello que se recomienda evaluar una
misma arquitectura reiniciando los pesos repetidamente, y escoger finalmente
aquella cuyo desempefio sea el mas cercano al promedio. Una rata de aprendizaje
muy pequefa se traducira en una busqueda mas exhaustiva, pero también mas
lenta [Figura 4. 5 (a)]. Por otra parte, un valor de n muy alto aumentara la
velocidad de busqueda, aunque a expensas de la minuciosidad con la que se
ejecutara la misma. El factor de momento ha de ajustarse de forma que prevenga
a la red de quedar atrapada en lo que se conoce como un minimo (0 maximo)
local [Figura 4.5(a)]. Un valor pequefio implica que se van a tomar menos en
cuenta los cambios en los pesos que han ocurrido en los ciclos anteriores. Un
valor mayor facilitara la salida de la red de los temidos minimos (maximos) locales

en la direccion adecuada, tal y como se representa en la Figura 4.5(b).



Figura 4.5. El problema de la bisqueda del minimo global cn ¢l espacio de soluciones: (a)
Sin la seleccion adecuada de la rata de aprendizaje y/o el factor de momento la red puede
demorarse mucho en reducir el ECM, o pucde quedar atorada en un minimo local. (b) El

uso de dichas variables optimizadas permite solventar dichos problemas.

/ Minimo local
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El entrenamiento de la red es un proceso iterativo que concluye cuando se
cumple una de las siguientes imposiciones del usuario: i) que los patrones de
entrenamiento sean presentados repetidamente a la red por un numero de ciclos
(o épocas) dado; o, ii) que la funcidn de error escogida alcance un valor (minimo)
pre-determinado. Sin embargo, y como se vera en las secciones que siguen a
continuacién, la red neuronal que resulte de esta etapa de entrenamiento no tiene
porque ser la mas adecuada para la tarea designada. Dicha red debe ser sometida

a un proceso de validacion y prueba previo a su implementacion final.



4.4.4. Validacion.

Un punto importante que hay que tomar en consideracion es la posibilidad
de "sobre-entrenar" a la red. Esto se refiere al fendbmeno que se observa cuando la
red ajusta los pesos de las neuronas de forma de reproducir exactamente las
respuestas suministradas por el usuario durante el proceso de entrenamiento.
Cuando una red "memoriza" en lugar de "aprender", pierde una de sus
propiedades mas atractivas: la capacidad de generalizacion. Ello se traduce en la
imposibilidad de la misma para predecir respuestas plausibles ante un grupo de
datos de entrada nuevos, i. €., que no han sido vistos por la red durante el
entrenamiento. Para evitar el problema mencionado es conveniente utilizar un
grupo de datos de validacion, el cual ayuda a determinar el tiempo prudencial de
entrenamiento.

La Figura 4.6 sirve para ilustrar la importancia de esta etapa [12]. Se puede
apreciar como el error cuadratico medio disminuye a medida que los datos de
entrenamiento son procesados iterativamente por la red. Inicialmente, entre 1000 y
2000 ciclos, hay una reduccion brusca del error lo cual puede estar relacionado
con un cambio significativo en los pesos de las neuronas. Entre 2 x 10° y 10*
ciclos continua disminuyendo el ECM, si bien no con la misma rapidez. El usuario
podria estar tentado a utilizar la red neuronal resultante tras 10* ciclos de
entrenamiento, por cuanto el ECM es el menor. Sin embargo, de hacer esto,
estaria incurriendo en un error que soélo podria ser apreciado a través de la
inclusién de los datos de validacion. En efecto, obsérvese como el ECM para este
tltimo grupo de datos, después de alcanzar un minimo entre 2 x 10° y 4 x 107,
aumenta considerablemente hasta alcanzar un maximo entre 9 x 10° y 10* ciclos.
Esto implica que la capacidad de generalizacion de la red se ha deteriorado
significativamente a ese punto. Un buen compromiso es entonces detener el
entrenamiento tras 4 x 10° ciclos, cuando se ha alcanzado el menor ECM para

ambos grupos de datos.



Figura 4.6. Variacion del error cuadratico medio en funcion del nimero de iteraciones
para un grupo de datos de entrenamiento (@) y uno de validacion (O). Las flechas indican
los puntos mas importantes ha considerar para la seleccion del tiempo de entrenamiento de

la red neuronal (ver texto para mas detalles).
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4.4.5. Prueba.

La ultima etapa en el desarrollo de una red neuronal consiste en evaluar su
desempefo empleando datos que no han sido utilizados durante la etapa de
entrenamiento. Los datos de prueba que se hayan seleccionado para este fin
deben cumplir con un requisito fundamental, a saber, los mismos deben
encontrarse dentro del rango de los datos empleados en la etapa previa. Ello se

debe a que los modelos desarrollados por las redes neuronales, en analogia con



aquellos desarrollados por medios matematicos convencionales, permiten
interpolar con un alto grado de exactitud. De igual manera, cuando se utilizan
datos que se encuentran por fuera del rango de aquellos para los cuales fueron
ajustados los pesos, es decir, se le pide a la red neuronal que extrapole, entonces
se corre el riesgo de obtener resultados inexactos. Una analogia util es esta: Una
vez aprendidos, un niflo es capaz de reconocer los caracteres que le permiten
expresarse de manera escrita en su lengua nativa, e.g., el nifio venezolano
identificara bajo casi cualquier circunstancia las letras en espafol, a pesar de las
variaciones que le imprimen diferentes personas al escribirlos. Pero ese
conocimiento no le va a permitir reconocer un caracter chino: para ello es

necesario "entrenarle" (ensefiarle) con estos datos también.

4.5. Capacidades de las Redes Neuronales Artificiales.

La arquitectura de una red neuronal y su capacidad de adaptacion las
convierten en herramientas valiosas en la resolucion de problemas de muy
diversas indoles. Seguidamente se describen las principales funciones que
pueden desempenar las redes neuronales multi-capas entrenadas con el algoritmo

de retro-propagacion.

4.5.1. Clasificacion.

La clasificacion de un objeto dado consiste en determinar la pertenencia del
mismo a un conjunto de objetos que comparten caracteristicas similares, y que a
su vez difiere de otros grupos. Para ello se pueden emplear algunos atributos de
dichos objetos, o variables descriptivas, tales como las concentraciones de los
elementos trazas, o el espectro de un espécimen dado, etc. Debido a que una red
neuronal sélo puede procesar valores numéricos, resulta obligatorio codificar las
categorias. Esto se puede llevar a cabo facilmente mediante una combinacion de
0, y/6 £1, tal y como se explicé en la seccion 4.4.2.

Algunas de las aplicaciones de las redes neuronales en la resolucion de

este tipo de problema lo constituyen la determinacion de la procedencia de



bebidas alcohdlicas fabricadas ilegalmente (Aguardiente de Cocuy) a partir de las
concentraciones de hierro, cobre y cinc [12] (misma que sera presentada en el
Capitulo 6); la determinacion del origen geografico de una muestra de
especimenes’® de aceite de oliva extra virgen proveniente de distintas regiones de
Italia, a través de su analisis por espectrometria de masas [13]; como herramienta
de control de calidad de un producto farmacéutico contentivo de I-triptofano (para
el tratamiento de la obesidad, el insomnio y la depresion), y que es producido por
seis fabricantes diferentes [14]; y la caracterizacion geoquimica de una muestra de
sedimentos mediante analisis por espectroscopia de reflectancia difusa [15], entre

otros.

4.5.2. Representacion grafica.

Como su nombre lo sugiere, ésta consiste en la proyeccién en dos o tres
dimensiones, de grupos de objetos dados que pueden compartir o no algunas
caracteristicas que los describen. Lo anterior es particularmente util cuando se
estudia el efecto de mas de tres (3) variables sobre la respuesta de un sistema. La
estructura original y la informacion mas relevante de los datos no son alteradas, a
pesar de dicha transformacion, gracias a lo cual es posible establecer relaciones
que no se pueden apreciar de otra manera (jTrate de resolver un problema en
cuatro dimensiones solamente y comprendera la importancia de la reduccion
espacial!). La red de tipo "cuello de botella", cuya topologia estd esquematizada
en la Figura 4.3, puede ser empleada para la representacion grafica en dos o tres
dimensiones, de acuerdo con el numero de neuronas que se empleen en la
segunda capa escondida [16,17]. Este caso, asi como en los que se discuten
seguidamente, la red neuronal procurara ajustar los pesos para que la sefal
resultante se encuentre en el intervalo (continuo) de transicion mostrado en la

Figura 4.2. La identificacion en dos dimensiones de una muestra de especimenes

'® Desde el punto de vista estadistico, una muestra se refiere a un grupo (de tamanio finito) de
objetos tomados de una poblacion dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fabrica de
material de laboratorio. Cada objeto de dicha muestra es, por el contrario, un espécimen. Ambos
términos, sin embargo, suelen emplearse comunmente sin distincion.



de leche de vaca contaminadas con dioxinas provenientes de cinco regiones de

Holanda, se encuentran entre las aplicaciones en este campo [16].

4.5.3. Modelado.

Las redes neuronales son capaces de modelar sistemas, lineales y/o no
lineales, mediante el ajuste de los pesos de las neuronas, y con el empleo de las
funciones de transferencia adecuadas. Ello representa una importante ventaja
frente a "los modelos matematicos convencionales, particularmente en aquellos
casos en los que no se conoce(n) a priori la(s) posible(s) relacién(es) entre las
variables dependiente(s) e independiente(s), o la complejidad del problema es tal
que dificulta, e incluso imposibilita, la formulacion de dicha(s) relacidon(es). Se
pueden citar como ejemplos el modelado de una curva de calibracién no lineal
para la determinacién de cadmio por espectroscopia de absorcién atémica con
atomizacién electrotérmica [18] (el cual sera discutido en el Capitulo 5); el
comportamiento de retencién de diversos analitos en mezclas de metanol-
tetrahidrofurano-agua o metanol-acetonitrilo-agua para su determinacién por
cromatografia liquida de alto desempefio [19]; y el modelado de las respuestas
electroquimicas de la adenina y de la citosina en la region de evolucién de
hidrogeno para su determinacion simultanea mediante voltametria de barrido lineal

y polarografia de pulso diferencial [20].

4.5.4. Optimizacion.

Este aspecto estd también relacionado con el discutido previamente. El
problema de optimizar consiste en encontrar aquellas condiciones en las que un
grupo de variables independientes conducen a la obtencion de un maximo o de un
minimo en una variable dependiente, o variable respuesta. De esto se deduce
que, previo a la optimizacion de un sistema, es necesario disponer del modelo que
describe la relacion entre las variables involucradas. Este modelo, como se vio
previamente, puede ser extraido de los datos por la misma red neuronal, por lo

que parece légico el empleo de estas herramientas para la optimizacién. Sin



embargo, es menester aclarar que, en opinién de este autor, las redes neuronales
entrenadas con el algoritmo de retro-propagacién no parecen ser las herramientas
mas adecuadas para tal propdsito.

Lo dicho anteriormente requiere que nos detengamos un instante a explicar
el por qué. Imagine el lector que se ha desarrollado una red neuronal de dos
capas gracias a la cual se dispone de la relacion entre tres (3) variables
independientes hipotéticas (X1, X2 y X3) y una funcion de respuesta dada (F.R.).
Optimizar en este caso implica encontrar los valores de X4, Xz y X3 para los cuales
F.R. es la mas adecuada. Sin embargo, y como hemos visto previamente (Seccién
4.3.2.), la red neuronal solo funciona en una unica direcciébn y no puede ser

empleada para responder directamente a esta pregunta (Figura 4.7.).

Figura 4.7. La optimizacion mediante una red neuronal entrenada con el algoritmo de
retro-propagacion no es un proceso “logico”, debido a que el procesamiento de datos se

lleva a cabo de forma unidireccional.
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A pesar de lo comentado anteriormente, es posible encontrar algunas
implementaciones de las redes neuronales para la optimizacion de las condiciones
analiticas y/o instrumentales para la determinaciéon de aluminio [21] y rutenio [22],
empleando sistemas de inyeccién en flujo y deteccién espectrofotométrica; la
determinacion de impurezas en drogas mediante cromatografia de gases [23]; y la
seleccion de la fase mévil en cromatografia de par idnico [24]. La optimizacion en
cada caso se ha llevado a cabo mediante dos aproximaciones diferentes. En el
primer caso, los autores han modelado el sistema analitico mediante las redes
neuronales vy, posteriormente, llevan a cabo lo que denominan un barrido
computacional, en el cual se introducen nuevamente los datos experimentales y se
busca aquella combinacion que arroje el valor mas alto de la funcion de respuesta.
En el segundo caso se realiza la misma operacion pero el barrido computacional
da lugar a una supefrficie de respuesta, gracias a la cual es posible, de manera
grafica, determinar las condiciones que maximicen la funcién de respuesta. Esto
ultimo sélo es posible cuando, como en efecto ocurrid, se dispone de maximo dos
(2) variables independientes: jde lo contrario es imposible graficar! EI problema
con la implementacién de las redes neuronales en este tipo de tareas es el
aumento en el tiempo de desarrollo del sistema analitico (jel cual de por si puede
ser importante cuando se emplean redes neuronales!).

Hay que destacar finalmente que, en este sentido, la gran capacidad de
modelado de las redes neuronales puede ser empleada de forma efectiva, aunque
quizas no eficientemente, en la optimizacion de sistemas analiticos. Es por ello
que recomendamos al posible usuario que, si esta dentro de sus posibilidades,
evalue simultaneamente otros medios, bien sea quimiométricos [25,26] o basados
en técnicas de computacion inteligente [27-30], de manera de tomar la decision

mas acertada.

4.6. Problemas Asociados a las Redes Neuronales Artificiales.
Como toda herramienta, las redes neuronales artificiales no estan exentas

de problemas. Una de las criticas mas importantes deriva de su caracter de "cajas



negras". En algunos casos, particularmente en aquellos en los que el numero de
neuronas es considerable (desde varias decenas hasta cientos de miles) no es
posible "seguir el rastro" de los datos introducidos a través de la capa de entrada.
Hay que recordar en este sentido que cada uno de los datos de entrada es
transferido a TODAS las neuronas de la capa siguiente, y posteriormente
transformado como se explicd en una seccién previa. Por esta misma razoén,
resulta imposible a su vez determinar la importancia de los pesos neuronales, de
manera analoga a como se podria hacer, por ejemplo, con los coeficientes de una
funcion lineal discriminante [12]. Adicionalmente, los mismos pesos no poseen un
equivalente fisico, tal y como lo pueden tener, por ejemplo, el intercepto y la
pendiente de una regresion lineal empleada para cuantificar en espectroscopia de
absorcion atémica [18]. Todo lo anterior se traduce en la incapacidad del usuario
de establecer lo que ocurre, matematicamente hablando, dentro de una red
neuronal artificial.

Por otra parte, es preciso destacar el hecho que, para que la red pueda
establecer adecuadamente las relaciones correspondientes entre los datos de
entrada y salida, es necesario tener un volumen suficientemente grande de datos
que permita su segmentacion en grupos de entrenamiento, validacion y prueba (jel
tamafno S| importa!). Cabe resaltar que no existen reglas pre-establecidas que
permitan determinar cuan grande ha de ser la base de datos a emplear en la
resolucion de un problema en particular. En cualquier caso, su adquisicién puede
ser una tarea complicada en si misma, dependiendo de aspectos tales como
tiempo y costos de analisis, etc.

El uso de la regla delta generalizada como algoritmo de aprendizaje trae
consigo dos problemas. Por una parte es posible que el empleo de la misma no
permita la consecucion del minimo/maximo global de la funcién en el espacio de
soluciones N-dimensional o, por el contrario, que la red se "atasque" en un
minimo/maximo local (Figura 4.5). Por otra parte, se ha verificado que la regla
delta generalizada prolonga el tiempo de desarrollo (entrenamiento) de las redes

neuronales artificiales [31].



Nada de lo anterior, sin embargo, ha detenido a los quimicos analiticos en
su busqueda de nuevas aplicaciones. Como lo han planteado algunos autores
[18], la veracidad del modelo (en términos fisicos) desarrollado por la red puede no
ser tan importante como el hecho que la misma pueda ejecutar adecuadamente la
tarea para la cual ha sido disefiada. Por otra parte, la disponibilidad de técnicas
instrumentales cada vez mas sofisticadas usualmente ha venido acompafada de
un volumen cada vez mayor de datos derivados de su uso, por lo que la obtencion
de datos no parece representar un problema per se. Finalmente, el hecho que la
red neuronal pueda desempenar su funcion de forma casi inmediata, una vez ha
sido entrenada, compensa hasta cierto punto el problema asociado al tiempo que

consume el desarrollo de la misma.

4.7. Conclusiones

Las redes neuronales artificiales pertenecen al grupo de técnicas de
computacion inteligente que pueden ser empleadas en la resolucion de numerosos
tareas, e. g., clasificacion, representacion grafica, modelado y optimizacion. Una
de las ventajas mas importantes de estas herramientas es que su implementacion
no requiere del conocimiento a priori del sistema a estudiar. Lo anterior, sin
embargo, no quiere decir que las mismas sean una suerte de panacea para la
resolucion de todos los problemas. La aplicaciéon y el correcto desempefio de las
mismas dependeran, como ocurre. en cualquier caso, de las necesidades del

usuario y del escrutinio con el cual éste lleve a cabo su desarrollo.
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Capitulo 5. Aplicaciones de las redes neuronales artificiales en quimica analitica.

Extension del intervalo de trabajo mediante redes neuronales artificiales para la
determinacion de cadmio por espectroscopia de absorcidon atémica con

atomizacion electrotérmica. ©

5.1. Resumen.

Se evalud la aplicabilidad de las redes neuronales artificiales entrenadas
con la regla delta generalizada con el objeto de modelar el caracter no lineal de las
curvas de calibracion que se observan en la espectroscopia de absorcion atdmica
con atomizacion electrotérmica, y aumentar asi el intervalo de trabajo en dicha
técnica. Se escogio al cadmio como elemento de estudio debido a que el mismo
presenta un intervalo lineal muy estrecho (hasta 4.0 ug L™). Se evaluaron con ese
proposito diferentes redes neuronales de dos capas activas, constituidas por un
nodo en la capa de entrada (funcién de transferencia lineal), un niumero variable
de neuronas en la capa escondida (funcion de transferencia sigmoidal) y una
neurona en la capa de salida (funcién de transferencia lineal). La red (1:2:1) fue
seleccionada sobre la base de su capacidad para modelar adecuadamente la
curva de trabajo en el intervalo de estudio (0-22.0 pyg L™ Cd). Lo anterior se tradujo
en un incremento de hasta 6 veces del intervalo de trabajo. La determinacion de
cadmio se llevd a cabo en el material estandar de referencia "Trace Metals in
Drinking Water" (High Purity Standards, Lot N° 490915) a cuatro niveles de
concentracion (2.0, 4.0, 8.0 y 12.0 pyg L™ Cd), los cuales se encontraban dentro y
fuera del intervalo dinamico lineal. No se encontraron diferencias significativas

(p<0.05) entre los resultados esperados y los obtenidos mediante la simulacion de
redes neuronales. La precision en todos los casos fue <2.5 %(DER). EI método

propuesto fue comparado con la aproximacién mas convencional de “dilucion”, y

con el modelado de la curva de calibracion con un polinomio de segundo orden. El

© E. A. Hernandez-Caraballo. R. M. Avila-Gémez, F. Rivas, M. Burguera, J. L. Burguera, Talanta 62
(2004) 425-431



modelado mediante redes neuronales artificiales ofrece las siguientes ventajas: /)
una reduccion en la manipulacién de las muestras (gracias a la extensién del
intervalo de trabajo de la curva de calibracion), y i) una mayor exactitud (motivado

al ajuste de la curva).

5.2. Introduccién.

La espectroscopia de absorcion atdmica con atomizacion electrotérmica
(GFAAS) es, actualmente, una de las técnicas espectroscopicas mas poderosas
con las que cuenta el analista para la determinacion de elementos a niveles de
trazas (ng/pg). Dicha técnica se caracteriza por su alta sensibilidad, alta tolerancia
hacia las interferencias, un consumo reducido de muestra, y una alta versatilidad
para el andlisis directo de sdélidos, liquidos, suspensiones, etc. A pesar de lo
anterior, la misma sufre, entre otras, de una importante desventaja, i.e., intervalos
lineales estrechos [1]. En este sentido, es interesante destacar que, mientras que
los intervalos lineales en técnicas como la espectroscopia de emision atébmica con
plasma inductivamente acoplado (ICP-OES) o la fluorescencia de rayos-X con
geometria de reflexion total (TXRF) se extienden hasta 4 6 6 6rdenes de magnitud
[2,3], en GFAAS solo se alcanzan hasta 2 6rdenes de magnitud [1]. Aun cuando
es posible trabajar en la porcion no lineal de la curva de trabajo, ello puede
conducir a una reduccion de la exactitud del analisis [4]. Por esta razon, el analista
se ve usualmente forzado a diluir la(s) muestra(s) con el objeto de llevar la
concentracion del analito dentro del intervalo lineal. Evidentemente, ademas de
ser una practica laboriosa, la misma trae consigo el riesgo de contaminacion de
la(s) muestra(s) durante el proceso.

Con el objeto de salvar las desventajas mencionadas anteriormente se han
propuesto diversas aproximaciones analiticas, instrumental es y matematicas.
Entre ellas caben mencionar: la cuantificacion empleando el area de pico en lugar
de la altura [5]; el uso de atomizadores a alta presion [6,7]; el empleo de lineas de
absorcion no resonantes [8,9]; la aplicacion de un flujo de argén no interrumpido

durante la etapa de atomizacién [8]; la atomizacion desde distintas superficies



(pared o plataforma) [8,9]; la correccion matematica de la causa de la desviacion
de la linealidad [10-12]; y menos frecuentemente, el modelado de las curvas de
trabajo con algoritmos polinémicos [4,13,14].

Las redes neuronales artificiales representan un medio alternativo para el
modelado de sistemas no lineales [15-18]. Por lo tanto, en primera instancia, las
mismas podrian ser empleadas para modelar el comportamiento no lineal de las
curvas de calibracion en espectroscopia de absorcion atomica. Si bien es cierto
que las redes neuronales han sido ampliamente utilizadas en este sentido en
algunas aplicaciones espectrofotométricas [19- 22], su uso en el campo de la
espectroscopia atbmica a sido limitado [23-25].

El propdsito del presente trabajo es la aplicacion de las redes neuronales
artificiales en el modelado de las curvas de trabajo en GFAAS, con el de trabajo
de la técnica. En este sentido, se seleccion6 al cadmio como elemento de estudio
debido a que el mismo posee un intervalo lineal marcadamente estrecho. La
exactitud y la precision del método fueron evaluadas mediante la determinacion de
cadmio en el patrén de referencia "Trace Metals in Drinking Water" (High Purity
Standards). El desempeno de las redes neuronales fue comparado con el del
método convencional de dilucion y con el modelado de la curva de trabajo

mediante un ajuste polindmico de segundo orden.

5.3. Experimental.

5.3.1. Equipos, accesorios y paquetes computacionales.

Se utilizé un espectrometro de absorcion atomica marca Perkin-Elmer,
modelo 2100, provisto de un moédulo de atomizacion electrotérmica modelo HGA-
700, un sistema automatico de inyeccion modelo AS-70, y correccion de fondo
continua (lampara de deuterio). Se emplearon tubos de grafito recubiertos con
grafito pirolitico, los cuales constan de ranuras de insercion para plataformas de
grafito pirolitico total, ambos marca Perkin-Elmer. Tanto los tubos como las

plataformas fueron acondicionados previo a su utilizacion de acuerdo con las



instrucciones del fabricante [26]. Todas las mediciones se realizaron a la longitud
de onda de principal del cadmio (228.8 nm) empleando una Ilampara
monoelemental del mismo elemento, marca Varian, operada a 6 mA.

Las redes neuronales fueron desarrolladas con el paquete computacional
PROPAGATOR 1.0 (ARD Corporation, USA) [27]. Este programa genera una lista
de pesos una vez concluido el periodo de entrenamiento de las redes. Dichos
pesos, junto con las correspondientes funciones de transferencia de las diversas
capas que constituyen a una red determinada fueron procesados posteriormente
mediante EXCEL 2002 (Microsoft Corp., USA), bajo el ambiente Windows Me
(Microsoft Corp., USA), para la obtencion de las respuestas de las redes
neuronales. La evaluacion estadistica, asi como los ajustes lineales y polinébmicos
fueron llevados a cabo con MINITAB Statistical Software v. 13.1 (Minitab Inc.,
USA).

5.3.2. Reactivos y materiales.

Se empled cadmio metalico en polvo (Merck, pro analysis) para la
preparacion de la solucion madre del analito. Se utilizé una solucién de paladio al
10 % (Aldrich), y nitrato de magnesio hexahidratado (Carlo Erba) como
modificadores quimicos. Se us6 acido nitrico de alta pureza (Alfa Aesar, 99.999 %
pureza) en la estabilizacién y dilucion de las soluciones de trabajo. En todos los
casos se usoO agua destilada y des-ionizada (Milipore), con una resistencia de 18
MQ cm™, en la preparacién de las soluciones correspondientes.

Para verificar la exactitud del método se utilizé el material de referencia
"Trace Metals in Drinking Water" (High Purity Standards, Lote No. 490915), el cual

posee una concentracion certificada de cadmio de 12 ug L™ ( 0.5%) [28].



5.4. Procedimiento.

5.4.1. Preparacion de las soluciones de trabajo.

Se preparé una solucion de 1000 pg L' de cadmio mediante pesada directa
del polvo metdlico y su posterior disolucion en 1.0% HNO3. Los patrones de
cadmio se prepararon mediante dilucion adecuada de la solucion anterior en 0.2%
HNOs. En este sentido, se prepararon un total de quince (15) patrones con las
siguientes concentraciones de cadmio: 0 (blanco), 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0,
10.0, 12.0, 14.0, 16.0, 18.0, 20.0 y 22.0 ug L™". Se preparé una solucion de 6000
ug L' de nitrato de magnesio pesando una cantidad exacta de la sal
hexahidratada (1.037 g) y disolviendo en 100 ml con una solucién de 0.2% HNO:s.
Se prepard una solucion conteniendo 500 pg L™ de paladio y 300 ug L™ de nitrato
de magnesio para ser utilizada como modificador quimico. La concentracion del
modificador fue seleccionada sobre la base de ensayos preliminares, con el objeto
de corregir una distorsion del perfil de atomizacién del analito en el material de
referencia.

A partir de la solucion original del material de referencia se prepararon
soluciones con concentraciones de cadmio a cuatro niveles, a saber, 2.0, 4.0, 8.0
y 12.0 ug L. Estas fueron seleccionadas para yacer dentro y fuera del intervalo

lineal de la curva de calibracion.

5.4.2. Determinacion de cadmio por GFAAS.

Para la determinacion de cadmio por GFAAS se procedi6 a inyectar 10 yL
del patron/muestra, seguido de 10 uL del modificador quimico sobre la plataforma
de grafito previamente calentada a 100°C. El programa de calentamiento
optimizado se muestra en la Tabla 5.1. El uso de una etapa de secado a alta
temperatura (200°C) tuvo como objeto reducir la duracion del programa. Se
introdujo una etapa de enfriamiento previo a la atomizacién con el propodsito de
promover la atomizacion del analito en un ambiente termodinamicamente mas

favorable [29,30]. El flujo de gas de purga fue interrumpido en la etapa previa a la



atomizacion con el fin de garantizar la ausencia de corrientes convectivas durante
dicha etapa y aumentar asi el tiempo de residencia del analito. Todas las
temperaturas reportadas a lo largo del trabajo se refieren a valores nominales
provistos por el programa que controla al espectrometro. Los valores reportados

corresponden al promedio de cinco (5) réplicas tomadas consecutivamente.

Tabla 5.1. Programa de atomizacion para la determinacion de Cd por GFAAS™

Etapa Temp. ("C) Rampa (s) Duracidn (s)
Secado 200 20 5
Pirolisis BOO 5 15

Enfriamiento | 50 1 5
Enfriamiento 1™ 50 I 5
Atomizacion™ 1400 0 3(Leer)
Limpieza 2500 1 3
Enfriamiento 20 1 8

) Temperatura de inyeccion: 100 “C; velocidad de inyeccion: 40%

™ Flujo interrumpido (0 ml min" Ar), excepto en todas las demas etapas (300 ml min™' Ar)

La determinacion de cadmio se llevd a cabo mediante tres métodos: i)
dilucién del material de referencia para que la concentracion del analito se
encuentre dentro del intervalo lineal de la curva de calibracion (Método 1); ii)
modelado de la curva de calibracidn mediante un polinomio de segundo orden

(Método 2), y modelado mediante redes neuronales artificiales (Método 3).



5.4.3. Caracteristicas de las redes neuronales.

Se evaluaron un grupo de redes neuronales artificiales constituidas por un
nodo en la capa de entrada (funcién de transferencia lineal), un numero variable
de neuronas en la capa escondida (funcion de transferencia sigmoidal), y una
neurona en la capa de salida (funcion de transferencia lineal). A lo largo del trabajo
se emplea el coédigo (1:n:1) para describir la topologia de las redes (n representa el
numero de neuronas en la capa escondida). El entrenamiento y la validacién de
las diversas redes estudiadas fue llevado a cabo de manera supervisada,
utilizando para tal fin el area de pico (absorbancia integrada) como dato de
entrada, y la concentracién (normalizada) de cadmio como dato de salida. Las
diferentes redes fueron entrenadas/validadas por un numero variable de ciclos
(10* - 10°). El programa empleado para el desarrollo de las redes neuronales
utiliza la regla delta generalizada para el ajuste de los pesos de las neuronas de
las diversas capas activas [27].

Ensayos preliminares mostraron que una rata de aprendizaje de 0.04 y un
factor de momento de 0.4, asi como el empleo de la concentracion normalizada de
cadmio, redundaron en los menores errores cuadraticos medios. El entrenamiento
de las redes se realizé empleando un grupo de patrones que cubren el intervalo de
trabajo (45 pares Absorbancia integrada-concentracién). Por otra parte, se utilizd
un grupo de 30 patrones con el objeto de evitar el sobre-entrenamiento de las
redes en cuestion (validacion). El ajuste de los pesos para una topologia en
particular se llevd a cabo al menos tres (3) veces, con el propdsito de evitar que la
red quedase estancada en un minimo local durante el proceso de entrenamiento.
Los pesos iniciales fueron escogidos aleatoriamente por el paquete computacional
en el intervalo comprendido entre -1.0 y 1.0.

Se empled el error cuadratico medio (mean squared error, MSE) para
determinar la topologia mas adecuada para el modelado de la curva de calibracién
(ver ecuacion 1) [27].



MSE = Z(d' . 0) M
n

En dicha ecuacién, d; y o; representan a la concentracion nominal y la
predicha por la red para el i-ésimo patron, respectivamente, y n corresponde al
numero de pares de datos entrada-salida utilizados para entrenar y/o validar a una
red dada. La topologia seleccionada fue aquella cuyo error cuadratico medio se
aproximé mas al error promedio correspondiente al entrenamiento.

El desempefio de la red neuronal finalmente seleccionada para la
determinacion de cadmio por GFAAS fue conducido de dos maneras. En primer
lugar, a través de la evaluacion de la calidad del ajuste de un modelo de regresion
lineal de la concentracion de cadmio predicha por la red neuronal versus la
concentracion real (nominal) de las soluciones de trabajo. La bondad del ajuste de
dicho modelo fue evaluado igualmente a través de la estimacion del error
cuadratico medio de las desviaciones porcentuales (mean squared error of the
percentage deviations, RMSPD), el cual fue estimado de acuerdo a la ecuacion (2)
[13,31]:

:: (2)

i i 2
N i
RMSPD =| > Cre _ Crea x100

N £ C:tem'

en donde Creg Y C'real COrresponden a la concentracion predicha y nominal del i-
ésimo patron, respectivamente, y N es el numero de puntos empleados en la
construccién de la curva de calibracién, excluyendo al blanco. En segundo lugar,
la evaluacién se llevo a cabo empleando el modelo generado por la red neuronal
seleccionada para la determinacion de cadmio en el material certificado de
referencia a los cuatro (4) niveles de concentracion descritos en la seccion

anterior.



5.5. Resultados y discusiones.

5.5.1. Evaluacién del intervalo de trabajo de cadmio en GFAAS.

La Figura 5.1 muestra claramente el comportamiento no lineal de la senal
de absorbancia integrada de cadmio al aumentar la concentracién en el intervalo
de estudio (0 a 22.0 ug L'1). La precision de las mediciones en dicho intervalo fue
<2.5%, excepto a una concentracion de 0.5 pg L™ (%RSD = 4.0) lo cual es atn
analiticamente aceptable. Por encima de este valor, la seoal de absorbancia
integrada se hace independiente de la concentracion, por lo cual dichos puntos no
fueron considerados para el estudio. Los datos fueron ajustados mediante un

polinomio de segundo orden descrito por la siguiente ecuacion (r'? = 0.9988):
A = -0.0013[Cd]* + 0.0761[Cd] — 0.0002 (3)

La bondad del ajuste fue evaluada, en primer lugar, mediante el coeficiente
de determinacion ajustado (adjusted coefficient of determination, ') [32]. Este
parametro toma en cuenta la variacion en el numero de grados de libertad que
experimentan los residual es con la inclusién del término cuadratico en la
expresion (3). Por lo tanto, el mismo es un reflejo estadistico mas preciso del
ajuste que el coeficiente de determinacion (r?) empleado regularmente en un
analisis por regresion lineal [32], y que ha sido empleado errbneamente por otros
autores [33].

El intervalo lineal para el cadmio es significativamente corto, extendiéndose
sélo hasta 4.0 pg L (ver el inserto en la Figura 5.1). La regresion lineal que mejor
describe a la variacién de la absorbancia integrada en funcion de la concentracién

de cadmio viene descrita por la ecuacion (r* =0.9998):

A =0.0745[Cd] - 0.0019 4)



Figura 5.1. Variacion de la seiial analitica del cadmio (absorbancia integrada) en funcién
de la concentracion. La linea representa un ajuste polinémico de segundo orden. El grafico

inserto muestra el intervalo dinamico lineal.
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La inclusién de par de datos adicionales (Ai-[Cd]) deteriora la calidad del
ajuste (r* = 0.9967). El hecho que el intervalo lineal sea tan estrecho implica que
aquellas soluciones de trabajo con una concentracion de cadmio que exceda al
limite superior de dicho intervalo deben ser diluidas, trayendo consigo todos los
problemas mencionados con anterioridad. Una alternativa que se podria
implementar para soslayar dichas dificultades podria ser extender el intervalo de
trabajo a través del modelado de la curva (no lineal) de calibracion mediante redes
neuronales artificiales.



5.5.2. Modelando la curva de calibracién mediante redes neuronales.

El uso de redes neuronales en espectroscopia de absorcién atémica es
muy escaso [23-25]. En este sentido, Vander Heyden et al. desarrollaron una red
neuronal de tipo Kohonen para diagnosticar la calidad de las curvas de calibracion
[24]. Dicha aproximacion tuvo como fin determinar si existen valores anémalos
(outliers) en la curva de calibracion, o si la misma se desvia de la linealidad. El
presente trabajo difiere del anterior en dos aspectos significativos. En primer
lugar, se emplea una red neuronal artificial entrenada con la regla delta
generalizada, lo cual requiere de un entrenamiento supervisado (la red de
Kohonen es entrenada sin supervision [34]). En segundo lugar, se persigue
modelar la curva de calibracion de manera de incluir la porcion no lineal de la
misma, y extender con ello el intervalo de trabajo para la determinacion de cadmio
por GFAAS.

Diversas topologias fueron evaluadas con el fin de modelar la curva de
calibraciéon mostrada en la Figura 5.1. Las variables a optimizar fueron el nnmero
de neuronas en la capa escondida y el nnmero de ciclos de entrenamiento. El
criterio inicial para seleccién de la red neuronal fue la reduccion del error
cuadratico medio. La Figura 5.2 muestra la tendencia en los errores cuadraticos
medios correspondientes al grupo de patrones de entrenamiento y al de validacion
para la red del tipo (1:2:1). Solo los datos correspondientes a dicha red son
presentados porque se hall que aumentar el nnmero de neuronas en la capa
escondida no condujo a una mejora significativa del desempefio de las otras
redes. Adicionalmente, el empleo de redes neuronales mas complejas (con mas
neuronas) solo habria complicado el procesamiento posterior de los datos. Se
puede apreciar que el error para el grupo de datos de entrenamiento
practicamente se estabiliza después de aproximadamente 4 x 10* ciclos; mientras
que para el grupo de validacién no se observa una variacion importante tras 8 x
10* ciclos. Por encima de 10° ciclos no se aprecia ninguna reduccién en el error
cuadratico medio, por lo que el entrenamiento no prosiguié mas alla de ese punto.

El tiempo que tomd completar el entrenamiento oscilé entre 15 y 27 segundos en



una computadora equipada con un procesador Pentium Ill, por lo que el desarrollo
de las redes neuronales, en este caso en particular, fue un proceso relativamente

rapido.

Figura 5.2. Emor cuadritico medio para ¢l grupo de datos (patrones) de entrenamiento

(A) y uno de validacion (@) para la red neuronal del tipo (1:2:1)
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Si bien la reduccién del error cuadratico medio es un aspecto importante a
considerar en la seleccion de la topologia de la red mas adecuada, también es
fundamental evaluar la capacidad de generalizacién de la red en cuestion. Con
este fin, se tomaron un grupo de treinta (30) datos de absorbancia integrada
correspondientes a las soluciones de trabajo de todo el intervalo de la curva de
calibracion, y se introdujeron como datos de entrada a la red (1:2:1). Las salidas

de la red (concentracion de cadmio predicha) fueron graficadas contra los valores



de concentracion nominales para cada una de dichas soluciones, tal y como se
muestra en la Figura 5.3. El modelo de regresién lineal obtenido satisface la
ecuacion [Cd]pres =1.003[Cd]rear - 0.058 (r?=0.999). El analisis estadistico (t-
Student) revel6 que el intercepto y la pendiente no difieren significativamente
(p<0.05) de cero y uno, respectivamente, indicando la calidad del modelo
generado por la red neuronal. EIl error cuadratico medio de las desviaciones
porcentuales (ecuacion 2) fue de 4.3%, lo cual muestra la capacidad de esta red
neuronal para modelar la no linealidad de la curva de calibracion mostrada en la

Figura 5.1.

Figura 5.3. Comparacion entre la concentracion de cadmio predicha por la red (1:2:1) y la

concentracion nominal para un grupo de soluciones a lo largo del intervalo de trabajo.
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5.5.3. Determinacion de Cd en el material de referencia mediante GFAAS.

Resulta razonable pensar que, dado que la concentracion de cadmio en el
material de referencia (12.0 ug L) se encuentra por encima del intervalo lineal, la
dilucién de dicho material seria la primera aproximacion para la determinacion de
cadmio por GFAAS. Los resultados obtenidos por esta via se encuentran en la
Tabla 5.2. El analisis estadistico (t-Student) no reveld diferencias significativas
(p<0.05) entre las concentraciones obtenidas y las esperadas.

El ajuste polinimico de una curva no lineal es un método relativamente
simple y rapido, el cual puede ser implementado practicamente con cualquier
paquete computacional matematico. Hay que destacar, sin embargo, que de
acuerdo con L'vov [10], dicho método de calibracion no deberia ser empleado, por
cuanto los coeficientes de ajuste carecen de significado fisico. Si bien dicha
observacion es correcta, nosotros consideramos que un ajuste adecuado, al
tiempo que la facilidad y la rapidez con la que se puede implementar esta
aproximacién hacen del ajuste polinimico una alternativa interesante que puede
ser aplicado en el trabajo de rutina.

La determinacién de cadmio en el material de referencia se llevo a cabo tras
ajustar con un polinomio de segundo orden la curva mostrada en la Figura 5.1. El
analisis de los resultados que se muestran en la Tabla 5.2 no revel6 diferencias
significativas excepto a la concentracion de trabajo mas elevada (12 pg L-"). Se
realizaron intentos con el objeto de mejorar la exactitud de las mediciones, i.e.,
mediante el ajuste de segundo orden de la porcion no lineal de la curva, aunque
no se tuvo éxito en ese sentido. Por lo tanto, a pesar de la aparente calidad del
ajuste de dicho polinomio, el mismo no es adecuado para el caso estudiado. Otros
autores han reportado problemas asociados con la exactitud de las
determinaciones en la porciéon no lineal de las curvas de calibracion [4], sin
embargo, este tipo de ajustes ha sido empleado exitosamente en otras ocasiones
[33]. Finalmente, se realizd la determinacion de cadmio empleando el modelo

generado por la red neuronal artificial (ver Tabla 5.2). Contrario al caso anterior, no



se hallaron diferencias significativas (p<0.05) para ninguna de las soluciones de

trabajo.

Tabla 5.2. Determinacion de Cd en el material de referencia “Trace Metals in Drinking

Water” mediante GFAAS, empleando diferentes aproximaciones

T Método™
Conc. Cadmio  Dilucion Ajuste ANN
(pg L) polindmico (1:2:1)
o 2.09 £ 0.03 2.10+0.03 2.03 +0.03
2.0
(1.4) (1.4) (1.4)
400+£004 419+ 004 408 £0.04
4.0
(1.0} (1.0 (1.1)
8054£0.11 T790+£0.12
8.0 a i
(1.4) (1.5)
1235+ 008"  1230£0.08
12.0 ———
(0.6) (0.6)

' Los valores cnrresp&ﬁﬂén al promedio + desviacion estandar (N= 5). La desviacion
estandar relativa (%RSD) se muestra en paréntesis.

) Diferencias significativas (p< 0.05)

Los resultados presentados indican que el intervalo de trabajo puede ser
extendido mediante el modelado de la correspondiente curva de calibracion por
redes neuronales artificiales sin perder exactitud o precision en el proceso. Para
el caso especifico de la determinacién de cadmio por GFAAS fue posible extender

dicho intervalo por un factor de seis (6). Un aspecto importante es que la alta



sensibilidad de las mediciones en la porcidon lineal de la curva se mantiene. Esto
permite la determinacion de cadmio a bajas (porcion lineal) y a moderadamente
altas (porcién no lineal) concentraciones con la misma curva de calibracién. Lo
anterior no es posible con algunos métodos que recurren a una disminucion de la
sensibilidad de las mediciones con el objeto de aumentar el intervalo lineal, con lo
cual sélo es posible la determinacion de aquellos elementos que se encuentren
presentes en altas concentraciones [8,9], pero no asi aquellos que se hallen en
bajas concentraciones. Otra ventaja de modelar con las redes neurona les es que,
en general, no se necesita un conocimiento detallado del sistema, como el que se
requeriria para la implementacion de los llamados modelos matematicos "rigidos”
(hard models).

Es importante destacar que, analoga mente a lo que ocurre con los
coeficientes del polinomio de segundo orden, los pesos de las neuronas en una
red neuronal artificial carecen de significado fisico. Mas aun, mientras que una red
neuronal puede modelar practicamente cualquier sistema, no es posible traducir
dicho modelo en una expresién matematica, particularmente cuando se trata de
redes que constan de un numero importante de neuronas. Esta es de hecho una
de las criticas mas importantes de las redes neuronales artificiales, es decir, su
caracter de "cajas negras". Sin embargo, queremos reiterar que dichos modelos
pueden ser empleados con propdsitos practicos, por ejemplo en analisis de rutina,
siempre y cuando los mismos provean resultados con un grado de exactitud y
precisidn aceptables para el analista., El modelado de las curvas de calibracion
mediante redes neuronales puede ser una alternativa en el analisis multi-elemental
simultaneo por GFAAS, en donde la seleccion del factor de dilucion para la
determinacion de varios analitos en una misma muestra es mas critico que cuando
se aplican otras técnicas instrumentales de analisis, como ICP-OES, TXREF, etc.,

debido a su intervalo lineal intrinsecamente corto.



5.6. Conclusiones.

Se evalu6 exitosamente el empleo de una red neuronal artificial para el
modelado de la curva de calibracion y la extensiéon del intervalo de trabajo en la
determinacion de cadmio mediante GFAAS. Un aspecto interesante que destacar
es que, contrario a otros métodos instrumentales hasta ahora desarrollados, el
modelado mediante redes neuronales permite preservar la sensibilidad de las
mediciones en la porcién lineal de la curva de calibracidn. Este aspecto puede ser
de importancia en aquellos casos en los que la concentracién del analito varie de
tal manera que una alta sensibilidad sea requerida para el analisis de ciertas
muestras, en tanto que, en otras, sea necesaria la dilucibn de las mismas.
Paralelamente se evalué el ajuste de la curva de calibracion mediante un
polinomio de segundo orden. Si bien dicho método es muy sencillo y rapido de
implementar, el mismo puede arrojar resultados inexactos debido a un ajuste
inadecuado. El modelado mediante redes neuronales representa una alternativa
interesante para lidiar con el reducido intervalo lineal que se observa en el analisis
multielemental simultaneo mediante GFE AAS, y que demanda de condiciones de
compromiso cuando se desea llevar a cabo un analisis multielemental de la misma

muestra.
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Capitulo 6. Aplicaciones de las redes neuronales artificiales en quimica analitica.

Clasificacion de bebidas espirituosas venezolanas en base a las concentraciones
de cinc, cobre y hierro, mediante redes neuronales artificiales y analisis

discriminante.®

6. 1. Resumen.

Se evalud la posibilidad de distinguir la procedencia de una muestra de
"aguardiente de Cocuy" fabricado ilegalmente en los Municipios Sucre (estado
Falcon) y Urdaneta (estado Lara), a través de las concentraciones de cobre, hierro
y zinc determinadas en el producto final. Dichos elementos fueron seleccionados
por cuanto su presencia puede ser vinculada al proceso de fabricacion de dichas
bebidas. Para tal fin, se empled el analisis discriminante lineal y el analisis
discriminante cuadratico, asi como las redes neuronales artificiales entrenadas
con el algoritmo de retro-propagacion. El desempefio del analisis discriminante
lineal fue considerablemente pobre, encontrandose porcentajes de estimacion y de
prediccion del 51.7% y el 50.0%, respectivamente. Por otra parte, el analisis
discriminante cuadratico mostré un desempefio ligeramente superior, sin embargo
insatisfactorio (estimacion: 79.2%, prediccion: 72.5%). Se evaluaron diferentes
redes neuronales constituidas por una funcidon de transferencia lineal (L) en la
capa de entrada, una funcién sigmoidal (S) en las capas escondidas, y una
tangente hiperbdlica (T) en la capa de salida. Los porcentajes de estimacion
(96.5%) y de prediccion (97.0%) mas elevados fueron obtenidos con la red
(3L:5S:7S:4T), lo cual demuestra la increible capacidad de las redes neuronales

artificiales como herramientas de clasificacion.

© E. A. Hernandez-Caraballo, R. M. Avila-Gémez, T. Capote, F. Rivas, A. G. Pérez, Talanta 60
(2003) 1257-1269.



6.2. Introduccion.

La determinacién de elementos trazas en productos destinados al consumo
humano (alimentos y bebidas) es de vital importancia por un gran numero de
razones. En primer lugar, es bien sabido que muchos de ellos pueden ser
perjudiciales, e incluso letales, por encima de ciertas concentraciones [1]. Por lo
tanto, diversas regulaciones han sido promulgadas con el objeto de asegurar y
preservar la integridad del consumidor. En segundo lugar, y desde el punto de
vista del mercadeo del producto, se ha encontrado que algunos elementos pueden
determinar, pero también afectar negativamente las propiedades organolépticas y
la calidad general de un producto dado [2-5]. Ejemplo de lo anterior lo constituye el
efecto del hierro y del cobre sobre algunas bebidas alcohdlicas. Por encima de
ciertas concentraciones, dichos elementos pueden afectar la estabilidad de los
compuestos quimicos que constituyen la matriz del vino, e.g., fenoles,
polisacaridos, etc. Ello se traduce en una turbidez de los vinos rojos/rosados y en
un oscurecimiento de los vinos blancos [2,4,5]. Esos mismos elementos pueden
afectar negativamente la calidad de la espuma de la cerveza y favorecer el
crecimiento de hongos, entre otros efectos [3]. Este deterioro del producto va
claramente en detrimento del productor del mismo, por lo que debe hacerse un
especial énfasis en los protocolos de control, de manera de mantener la calidad de
aquel y su nicho en el mercado.

Otro aspecto interesante es el hecho que ciertos elementos’’ pueden servir
como marcadores para la identificacion de la procedencia geografica de un
producto y su autenticidad [6-23]. Esto juega un papel vital en la prevencion del
fraude, el cual afecta tanto al consumidor como al productor del bien en particular.
La importancia de esto ultimo se ve claramente reflejada en la gran cantidad de
estudios relacionados con la aplicacion de técnicas quimiométricas y/o de

computacion inteligente en la determinacién de la autenticidad y/o procedencia de

'7 Otros compuestos quimicos, e.g., aminoécidos, fenoles, alcoholes, etc., pueden ser empleados
con el mismo propésito (ver Referencia [11]). Sin embargo, debido a la susceptibilidad de los
mismos a las condiciones de almacenamiento, se precisan de grandes cuidados con el objeto de
preservar la integridad de los mismos, para poder asi extraer informacién confiable.



productos para el consumo humano, tales como papas [6], bebidas alcohdlicas,
e.g., brandies [7], vinos [8-15], cervezas [16,17], y cocuy [18-20], té [21-23], café
[10], entre otros.

Las observaciones mencionadas en los parrafos anteriores son
particularmente importantes cuando se trata de productos de consumo masivo,
tales como las bebidas alcohdlicas. El cocuy es una bebida espirituosa, similar al
mundialmente reconocido tequila, la cual es muy popular en la region nor-
occidental de Venezuela. El mismo es elaborado a través de la destilacién de la
planta de Agave Cocuy, afiejado por tres afos, con una adicion maxima de
alcohol de caiia de azucar del 70%"/,. El "aguardiente de Cocuy de Penca" es,
por el contrario, una bebida ilegal producida en destilerias clandestinas ocultas de
las autoridades locales. Evidentemente, la produccion de esta ultima variedad no
se encuentra regulada por el gobierno regional. Debido a ello, resulta légico
presumir que la concentracion de ciertos metales se encuentre por encima de los
niveles aceptables, tal y como lo demostraron Capote et al. [24] y Paredes [25].
La presencia de elementos tales como cobre, hierro, cinc y plomo en el producto
final se deriva del empleo de alambiques de cobre en el proceso de fabricacion.

El propésito del presente trabajo fue el desarrollo de una estrategia para
evaluar si las concentraciones de cinc, cobre y hierro pudieran ser empleadas para
clasificar una muestra de aguardiente de Cocuy de acuerdo con la ubicacion
geografica de los productores, distribuidos entre los estados de Lara y Falcén, y
para determinar la presencia o ausencia de azucar en el producto final [20]. La
seleccion de dichos metales se basé en la experiencia acumulada en un trabajo
anterior [24]. Debido a que estos elementos estan directamente relacionados con
el empleo de alambiques de cobre, ellos pudiesen proveer informacion relacionada
con el proceso de fabricaciéon y, ademas, promover el establecimiento de politicas
de control de calidad para la fabricacion de dichas bebidas. En ese sentido, se
recurrira, en primer lugar, a las redes neuronales artificiales (ANNs), debido a su
reconocida capacidad para el reconocimiento de patrones. Por otra parte, se

empleara el analisis discriminante lineal (LDA) y el analisis discriminante



cuadratico (QDA) con fines comparativos. Estas ultimas herramientas fueron
seleccionadas tomando en cuenta que, al igual que las redes neuronales, las

mismas operan de manera supervisada [26].

6.3. Datos.

Las concentraciones de Cu, Fe y Zn de cada uno de los cuarenta (40)
especimenes de cocuy fueron provistas por el Prof. Tarcisio Capote (Universidad
Centro-Occidental Lisandro Alvarado). Los detalles relacionados con la
determinacion de los mismos pueden ser encontrados en la Referencia [24]. Los
especimenes fueron recolectados entre diversos productores dispersados entre
los municipios Sucre y Urdaneta de los Estados Falcon y Lara, respectivamente.
La Tabla 6.1 resume los cédigos que fueron empleados para identificar las
muestras, el numero de especimenes recogidos en cada region, la naturaleza (con
0 sin azucar) y la procedencia de los mismos. La Tabla 6.2., por otra parte,
muestra los promedios de las concentraciones de los elementos determinados' en

dichos especimenes.

6.4. Herramientas de analisis.

6.4.1. Analisis discriminante.

El analisis discriminante (DA) es una técnica quimiométrica en la cual se
desarrolla un modelo mediante un grupo de funciones conocidas como variables
latentes, las cuales son combinaciones lineales de las variables originales. El
modelo resultante persigue agrupar las observaciones a través de la maximizacion
de las varianza entre grupos [26]. La dimensionalidad del espacio puede ser
reducida por este medio de un orden p (nhumero de descriptores o variables
iniciales) a un espacio de dimensién n (niumero de funciones discriminantes),
pudiendo ser n << p. Esto ultimo trae como beneficio la posibilidad de visualizar,
en algunos casos, los datos en un espacio de 2 6 3 dimensiones, y permitir asi la

clasificacion grafica de los objetos en cuestion.



Tabla 6.1. Clasificacion y caracteristicas de las muestras de cocuy.

Codigo/Categoria No. de Caracteristica  Procedencia Codigo de
especimenes salida de la red
N sp 12 Puro Municipio -1111
Sucre (Falcon)
S8 10 Con azicar Municipio I-111
Sucre (Falcon)
ur 12 Puro Municipio 11-11
Urdaneta
(Lara)
us 6 Con azicar Municipio 111-1
Urdaneta
(Lara)

Se cuenta con dos variantes del DA dependiendo si las variables latentes
son una combinacion lineal (LDA) o cuadratica (QDA) de las variables originales.
El analisis discriminante se llevd a cabo empleando las concentraciones
estandarizadas de Zn, Cu y Fe como datos de entrada, y las categorias de las
muestras como salidas. La estandarizacion

siguiente ecuacion:

byl =

uJ lx:L

se condujo de acuerdo con la

(6.1)



en donde [Xj]s y [Xj] corresponden a la i-ésima concentracion (estandarizada y
normal) del j-ésimo elemento, respectivamente; y [X]], y sj son las concentraciones
promedio y la desviacion estandar del j-ésimo elemento, respectivamente. El
tratamiento de los datos de entrada se hizo con el propdsito de suavizar la
distribucion de los mismos, los cuales, como se aprecia en la Tabla 2.2., muestran
una amplia variabilidad. Los datos fueron divididos en dos grupos: el 75% de los
mismos fueron seleccionados aleatoriamente para desarrollar las funciones
discriminantes; y el 25% restante (grupo de prediccién) fue empleado para validar

la exactitud del modelo.

Tabla 6.2. Concentraciones promedio de Zn, Cu y Fe encontrados en las muestras de
Cocuy provenientes de los estados Lara y Falcon.

Concentracién (mg L")"

Categoria In Cu Fe

- sp 0.12% 0.05 2803 £2799 — © 032£007
(0.03 -0.17) (6.12 - 85.69) (0.27 - 0.51)

SS 0.97 +0.04 31.36 £ 0.67 0.26 + 0.06
(0.89 — 1.00) (30.64 - 33.13) (0.18 - 0.36)

uP 0.23 +0.21 14.63 + 14.69 0.36 £0.13
(0.02 - 0.65) (4.49 - 58.46) (0.20 - 0.55)

us 0.13 +0.02 15.58 +0.07 0.33 £0.01
(0.03 - 0.38) (7.82-26.12) (0.12 -0.59)

General 0.36 + 0.38 22.97  18.57 0.32 £0.12
(0.02 - 1.00) (4.49 — 85.69) (0.12 - 0.59)

™ Los valores reportados corresponden al promedio + desviacion estandar. Los rangos de

concentracion se muestran en paréntesis.



6.4.2. Redes neuronales artificiales.

Estudios preliminares revelaron que los menores errores cuadraticos
medios se obtuvieron al emplear una rata de aprendizaje de 0.01 y un momento
de 0.5. El ajuste de los pesos de las redes se llevo a cabo al menos tres (3) veces,
con el propdsito de evitar que las mismas quedasen atrapadas en un minimo local.
Los pesos fueron iniciados aleatoriamente entre -1.0 y 1.0. La Tabla 6.3. muestra

los parametros y las caracteristicas de las ANNs en estudio.

Tabla 6.3. Variables y caracteristicas de las redes neuronales en estudio.

Parametro Caracteri 5 ticas

Capa de entrada No. nodos: 3
(Concentraciones normalizadas de Zn, Cu & Fe)
Funcion de transferencia: Lineal (L)
Capas escondidas No. capas: variable (1-2)
No. neuronas: variable (1-7)
Funcion de transferencia: Sigmoide (S)
Capa de salida No. neuronas: 4 (Categoria)

Funcion de transferencia: Tangente hiperbolica (TH)

Rata de aprendizaje 0.01
Momento 0.5
Ciclos Variable (10*-10°)

Los datos fueron normalizados de acuerdo con la ecuacion (6.2), y empleados

como datos de entrada:



X, = X, (6.2)

[X (ma, ) ]

en donde [Xj]n Y [X;] corresponden a la i-ésima concentracion (normalizada y
"cruda") del j-ésimo elemento, y [Xmax,j] €S la concentracion maxima del j-ésimo
elemento. Un grupo constituido por el 75% de los datos fue empleado en el
entrenamiento de las redes; en tanto que el restante 25% fue utilizado en la
validacion de las mismas. Para la definicion de las categorias correspondientes se
empled una combinacién de -1y + 1 (ver Tabla 6.1). Por ejemplo, el cédigo para la
categoria No. 2 es (+1 -1 +1 + 1). Finalmente, se utilizé el cddigo (3:n:m:4) para
describir la topologia de las redes neuronales desarrolladas; en donde ny m

representan el numero de neuronas de las capas escondidas.

6.5. Resultados y discusiones.

Dos aspectos resaltan de la Tabla 6.2. En primer lugar, la amplia
variabilidad en las concentraciones de los elementos, no solo entre los diversos
Municipios, sino también en cada uno de ellos. En segundo lugar, la elevada
concentracién de cobre (> 20 mg L™ la cual, obviamente, deriva del empleo de
alambiques del mismo material para la destilacion de la bebida. Esto resulta de la
falta de regulacion existente en cuanto a la produccion de la misma. Actualmente
no existe una normativa que regule las concentraciones maximas permisibles de
estos elementos en cocuy. Mas aun, jlos consumidores de esta bebida consideran
que la presencia de este elemento, que se evidencia por el color marrén palido
que le otorga a las bebidas, le concede propiedades "afrodisiacas" al mismo! Se
espera que los estudios realizados en tomo a este tema puedan contribuir al
establecimiento de politicas de control que regulen este aspecto tan importante.

Los datos normalizados fueron evaluados mediante un analisis
discriminante lineal. EI cobre y el hierro poseen los coeficientes mas altos en

ambas funciones discriminantes, por lo que se deduce que son los elementos que



mas contribuyen a la separacién (distincién) de los grupos. La Figura 6.1. muestra
un diagrama de dispersion de las muestras de cocuy empleando para ello las dos
primeras funciones discriminantes lineales. La distribucion de los especimenes en

el espacio definido por dichas funciones presenta algunas caracteristicas
interesantes.

Figura 6.1. Diagrama de dispersion de las muestras de cocuy basado en las dos primeras
funciones discriminantes lineales. Grupos: (<) SP, (0) SS, (O) UP, y (A) US. Los

simbolos negros corresponden a los centroides de los respectivos grupos.
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En primer lugar, resulta clara la separacion entre el grupo "SS" y el resto de
los grupos, los cuales parecen formar un unico conglomerado en el cuadrante
inferior derecho de la Figura 6.1. Dentro de este conglomerado se puede apreciar,
ademas, una gran dispersion entre los miembros de los grupos "UP" y "US"



(jambos procedentes del Municipio Urdaneta!), en tanto que los miembros del
grupo "SP" muestran una menor dispersion (jde forma analoga a lo que ocurre con
el grupo "SS" del mismo Municipio!). Una mirada a la Tabla 6.2. permite explicar el
por qué de las distribuciones de puntos en la Figura anterior. Obsérvese que las
concentraciones de Cu y Zn en el grupo "SS" son mas elevadas que las
correspondientes concentraciones en el resto de los grupos. El hecho que el
coeficiente del cobre en las funciones discriminantes sea de los mas importantes,
aunado a la observacion anterior, conduce a una mejor separacion de dicho grupo.
Por otra parte, las concentraciones de Cu y Zn muestran una menor variabilidad
que en el resto de los grupos, gracias a lo cual el grupo "SS" se presenta como un
cumulo compacto en la Figura 6.1. El marcado solapamiento entre el resto de los
grupos se refleja igualmente en los bajos porcentajes de estimacion y prediccion
que se muestran en la Tabla 6.4. El porcentaje general de clasificacion es de
aproximadamente un 50%, el cual es, evidentemente, insatisfactorio.

Basandonos en el hecho que la alta dispersion de los datos originales es,
ciertamente, responsable de la incapacidad del modelo lineal de proveer una
separacion adecuada de los grupos de estudio, se considerd apropiado entonces
intentar la clasificacion con la variante no lineal (cuadratica) del modelo
discriminante (QDA). A pesar que numerosos paquetes estadisticos disponen de
tal funcion, no fue posible, con ninguno de ellos, graficar los resultados de la
misma manera que se hizo en el caso anterior. Los resultados de la clasificacion,
sin embargo, se pueden apreciar en la Tabla 6.4., y en la misma se percibe una
mejora en el desempefio del modelo discriminante. Una vez mas, se alcanzé un
100% de exactitud al clasificar los objetos que integran la categoria SS. Por el
contrario, los porcentajes de estimacién y de prediccion para el resto de los grupos
fueron ligeramente superiores al 50%, con un desempefio general de ca. 80 y
72%, respectivamente.



Tabla 6.4. Porcentajes de estimacion y de prediccion de las diferentes técnicas
quimiométricas y de las redes neuronales artificiales en la clasificacion de las muestras de
cocuy.

LDA QDA ANN

(3:5:7:4)

Categoria Estimacion Prediccion  Estimacion  Prediccion  Estimacion  Prediccion

(%) (%) (%) (%o) (%) (%)

- SP 333 278 833 122 88.5 100.0
SS 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

up 333 33.3 55.6 50.0 100.0 83.3
us 44.4 44.4 83.3 722 100.0 100.0
General 51.7 50.0 79.2 T2.5 96.5 97.0

Los resultados discutidos hasta este punto apuntan al hecho que los grupos
no son linealmente separables. Esto ultimo es particularmente obvio en la Figura
6.1., especificamente entre los grupos que conforman el "gran conglomerado".
Adicionalmente, una funcién no lineal capaz de llevar a cabo tal separacion debe
ser mucho mas compleja que un polinomio de segundo orden, como se deduce de
los bajos porcentajes de estimacion/prediccion del analisis discriminante
cuadratico. Dicha funcion (¢0 combinacion de funciones?), no puede ser
determinada a priori, lo cual impide la aplicacidon de técnicas matematicas clasicas,
demandando la implementacién de técnicas alternativas para tal propdsito. En
este sentido, las redes neuronales artificiales son bien reconocidas por su
habilidad para modelar sistemas no lineales, sin que para ello sea necesario el

conocimiento de dicha funcion [27].



A diferencia de muchas herramientas quimiométricas, los datos que se
presentan a las redes neuronales no tienen que, en principio, ajustarse a ningun
tipo de distribucién de frecuencias en particular. Sin embargo, y con el objeto de
prevenir que las redes asignen a priori mas importancia a un elemento que a otro,
s6lo en base a la magnitud de la concentracion, como seria el caso del cobre, se
normalizaron los datos originales (ecuacion 6.2). También se evalud el efecto de
estandarizar los datos originales (resultados que no se presentan aqui), pero se
encontré que la normalizacién permitié el desarrollo de redes neuronales con
mayor eficiencia en la clasificacién de las muestras de cocuy.

La seleccion de la red neuronal a ser empleada en la clasificacion de las
muestras de cocuy se llevo a cabo estudiando el efecto de variar el numero de
neuronas (1-7) y de capas escondidas (1-2) en el error cuadratico medio (ECM).
Usualmente una unica capa escondida es suficiente para establecer cualquier
modelo mediante una red neuronal artificial. Sin embargo, en este caso se
encontré6 que, tal y como se vera mas adelante, el empleo de dos capas
escondidas brinda mejores resultados. La Figura 6.2. muestra la variacién del
ECM para dos de las arquitecturas estudiadas, a saber, la (3:6:4) y la (3:5:7:4). La
variacion del ECM para las otras arquitecturas no fue incluida por razones de
simplicidad, pero si es preciso destacar que los valores obtenidos del ECM fueron
superiores a los que se muestran en la Figura 6.2., y por lo tanto dichas
arquitecturas no fueron consideradas para los estudios subsiguientes.

Se puede apreciar en la mencionada Figura como el ECM de entrenamiento
baja abruptamente entre 1-10° y 2-10° ciclos, y posteriormente disminuye la
velocidad de cambio de esta variable. Otra tendencia muestran los ECM
correspondientes al emplear los datos de validacion. Obsérvese como el mismo
disminuye progresivamente para la red (3:6:4); en tanto que para la red (3:5:7:4) el

valor del ECM aumenta a partir de 5-10° ciclos.



Figura 6.2, Error cuadritico medio de entrenamiento (simbolos negros) y de validacion

(simbolos blancos) para la red (3:6:4) (BO), y para la (3:5:7:4) (®O).
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El segundo caso es un ejemplo tipico de una red que ha sido "sobre-
entrenada", es decir, los pesos de la misma han sido ajustados de tal manera que
ha perdido su capacidad de generalizacion. Para evitar el sobre-entrenamiento se

detuvo el desarrollo de la red en 4-10° ciclos. Lo anterior muestra la importancia

del uso de un grupo de datos de validacién durante el desarrollo de una red
neuronal artificial’®. Aun cuando la exactitud en la clasificacion de ambas redes fue

la misma al probar los datos de entrenamiento (desempefio general 97.0%), la red

n19

(3:6:4) arrojo dos resultados "desconocidos"® al utilizar los datos de prueba

'8 El lector interesado es referido al Capitulo 4, Seccién 4.4.4., para una revisién de este aspecto
en particular en el desarrollo de una red neuronal artificial.

' Se habla de un resultado "desconocido" cuando los cédigos de salida de una red neuronal no se
corresponden con ninguno de los cédigos utilizados para designar a los especimenes de estudio.



(desempeno general 93.0%). Por esta razéon se escogio finalmente a la red
(3:5:7:4) como herramienta de clasificacion.

La Tabla 6.4 muestra el desempefio de la red escogida a partir de los
estudios anteriores en la clasificacion de las muestras de cocuy. La superioridad
de esta aproximacion es clara, al compararla con los métodos mas convencionales
(LDA y QDA). Esto ultimo es atribuible al hecho que, no solo los datos originales
no son linealmente separables sino que, ademas, se requiere de una funciéon mas
compleja para lograr una clasificacion mas exacta. A través del ajuste de los pesos
de las neuronas, las redes neuronales artificiales son capaces de desarrollar
funciones extremadamente complejas, lo cual seria imposible emular mediante

otros medios matematicos.

6.5. Conclusiones.

Se evalud la aplicabilidad de diversas técnicas quimiométricas (analisis
discriminante lineal y cuadratico), asi como de las redes neuronales artificiales
para la determinacion clasificacion de muestras de aguardiente de Cocuy, basado
en las concentraciones de Cu, Fe y Zn. Las redes neuronales mostraron un
desempefio claramente superior que las técnicas quimiométricas (capacidad de
prediccion: 97% vs. 50% y 72%, respectivamente). La alta dispersion de los datos,
que a su vez es el resultado de la falta de medidas de control de calidad en el
procesamiento de dichas bebidas, ejerce un efecto deletéreo en los poderes de
prediccion de estas herramientas estadisticas. Lo anterior representa un claro
ejemplo de las capacidades de las redes neuronales en el desarrollo de modelos
matematicos complejos, con fines de clasificacién, sin las limitaciones que
presentan muchas técnicas quimiométricas. Actualmente se estan llevando a cabo
estudios adicionales que permitan mejorar el proceso de clasificaciéon de dichas
bebidas, tomando en cuenta la presencia de otros elementos que podrian
proporcionar informacion adicional sobre el origen geografico de la materia prima

empleada en la fabricacién de las mismas.
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Ahstract

A method for the determination of total selenium in serum samples by graphite fumace atomic absorption
spectrometry was evaluated. The method involved direct introduction of 1:5 diluted serum samples (1% v/v NH,OH +
0.05% wjv Triton X-100%) into transversely heated graphite wbes, and the use of 10 g Pd+ 3 pg Mp(NO,); as
chemical modifier. Optimization of the modifier mass and the atomization (emperature was conducted by simultane-
ously varying such parameters and evalualing both the integrated absorbance and the peak height/peak area ratio.
The latter allowed the selection of compromise conditions rendering good sensitivity and adequate analyte peak
profiles. A characteristic mass of 49 pg and a detection limit {(3s) of 6 pe 1" Se, comesponding to 30 pg 17" Se in
the serum sample, were obtained. The analyte addition teehnigue was used Tor calibration. The accuracy was assessed
by the determination of total selenium in Seronorm™ Trace Elements Serum Bateh 116 (Nycomed Pharma AS). The
method was applied for the determination of total selenium in ten serum samples taken from individuals with no
known physical affection. The selenium concentration ranged hetween 79 and 147 pg 17!, with a mean value of
4422 pp 1",
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1. Intreduction

Sclenium plays an imporam role in some met-
abolic reactions in living organisms  [1]. For
instance, it is a vital component of the gluthatione-
peroxidase, an enzyme involved in the prevention
of cellular attack from peroxides and free rdicals,
Selenium deficiency is responsible for the Keshan
amd Kaschin-Beck discases, the first one being a
form ol cardiomyopathy, whereas the second one
is observed as an atrophy of the limbs™ bones [1).
O the other ol Se s able o0 among other
things, substitute sulfur in those biomolecules in
which the Tatter is o vital component. thus altering
their chemical strueture and, as o resull, negatively
affecting their activity within the organisim [2].
Due 1o this dual Tonetion of selenium, wehnigues
with high sensitivity are required for monitoring
IS concentntion in hiological materials (lissues
amd Muids).

Graphite furnace atomic absorplion specirome-
ity (GFF AAS) stands out among the technigues
available for the analysis of biological materials,
because of its high sensitivity, low sample con-
sumption, minimum sample preparation require-
ments. and reduced  matrix-related interferences
[3]. However. the determination of selenium by
GF AAS is still prone to some interference, cspe-
cially in bio-NMuids (urine, serum, blood. ele.).
Particularly troublesome are the low-temperature
{ = 200 °C) losses in the form of various molecular
species [4-6]. and the spectral interference caused
mainly by iron and phosphate [7]. Such problems
can be minimized by adhering to the recommen-
dations of the Stabilized Temperature Platform
Fumace concept [R]. In this sense, chemical mod-
ification becomes mandatory [9), and background
comection based on the Zeeman effect, while not
a panacea, helps in reducing spectral interferences
[10].

The aim of this work was the evaluation of
ammonia as a diluent for the preparation of serum
samples for the determination of selenium by GF
AAS. In contrast to other reagents, which have
been used for such purpose, such as nitric acid
[11], ammonia has only scarcely been employed
[12). Palladium and palladium + magnesium nitrate
were evaluated as chemical modifiers. Simultane-

ous vanation of the modifier mass and alomization
temperature, instead of the more commen one-at-
astime oplimization approach, was sclected in
onder 1o ¢stablish adequate compromise conditions
for achieving pood sensitivity and peak profiles.
Accuracy was assessed through the determination
of total selenium in Seronorm™ Trace Elements
Serum Bateh 116 (Nycomed Pharma AS). The
miethod was applicd to the determination of sele-
nium concentration in serum samples from individ-
wals with no known  physical affection. It is
impodtant o state it the present work is not
imended for clinical purposes. but principally as
an evaluation of an altlernate sample preparation
procedure

2. Experimental
2.1, Pristrnvinecnttertion

A Perkin-Elmer Model 4100 ZL atomic absorp-
tion spectrometer, equipped with a transversely
heated graphite fumace, a longitudinal Zeeman-
effect background correction system, and a Model
AS-71 furmace autosampler, was used throughout.
Transversely heated graphite tubes-with integrated
platforms were used afler proper condilioning
according to the manufacturer’s recommendation
[13). A Perkin-Elmer selenium electrodeless dis-
charge lamp (EDL System 2), powered by an
external unil, was used at the 196.0 nm line using
the conditions recommended by the manufacturer.

2.2. Reagenrs and materials

Sodium selenite (Aldrich, 99% purity) was used
for preparation of selenium standards. A 1000
pgml™"' Pd atomic absorption standard solution
(Acros Organics) and magnesium nitrate hexa-
hydrate (Merck, pro analysi) were used for pre-
paration of the chemical modifier solutions.
Concentrated nitric acid (Alfa Aesar, 99.999%,
metals basis), and concentrated ammonia solution
{Prolabo Venezolana, pro analisis), was used for
preparation and stabilization of standards and sam-
ples. Triton X-100® (Sigma), was employed for
modification of the natural viscosity of the sam-
ples. Distilled, de-ionized water from a Milli-Q
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Table |

Atomization program for the determination of ol sclenium by GF AAS

Sep Temperatiee (°C) Ramp (=) Hold (s)
st wnjeceiom Cmwdifier ) il - -

Ihll. | 1 5 10

Dy 2 130 n 0
Reducnon FILLT) 1] [}

ot ingectmon {stamdand fsample ) 1] - i

1w 1 1 5 I5

Iy 2 130 1 Pt
'yl sis 12360 n mn

Cowl dlian b1} I 5

Al faton 210 I} 4 (Read)
Clesin 2500 TI 3

Injectiomn specd: SO 2 areon Now: 2500ml min '

system (Milipore, Bedford, MAY, with a resistivity
of 18 MY cm, was used throughout,

2.3 Samples

Seronorm™ Trace Elements Serum Batch 116
reference material (Nycomed Pharma AS) was
prepared according 1o the manufacturer's instruc-
tions [14]. Serum samples (n=10) were collected
from volunteers among the dabortory. stall with
no known illness and under no Se-containing
medication. Blood was taken by punction of the
forearm vein with vacutainer tubes. Samples were
then centrifuged for 20 min at 2300 rpm, and the
serum was carefully removed with a micropipette,
The collected serum [ractions were transferred 1o
previously cleaned test wbes with caps, and kept
in a refrigerator at 4 °C until analysis,

2.4, Selwtion preparation

Serum samples were homogenized in a vortex
mixer for approximately 30 s afier they had
reached ambient temperature. They were then
transferred into 1-ml autosampler vials and imme-
diately diluted (1:5) with a 1% v/v NH,OH+
0.05% w/v Triton X-100® or a 0.5% v/v HNO, +
0.05% w/v Triton X-100® solution. The micropi-
pelte was pumped several times in order to ensure
proper homogenization of the resulting solutions
and dosing of the sample aliquots into the vials.
Selenium standard solutions were prepared by
proper dilution of a 1000 pg ml~" Se stock solu-

L except dunng the swomization swep Cgas-stop mode ).

tion with the above-mentioned mixtures. For anal-
yie addition, 200 pl of the sample and 800 pul of
the diluent containing 10, 25 and 50 ng ml~' Se
were mixed dircetly in the autosampler vials, The
diluem was always dispensed first, followed by
the serum sample.

2.5, Determinavion of selenium by GF AAS

The determination of selenium in serum samples
was carried oul using the graphile furnace program
shown in Table 1. Modifier and standards/samples
were injecied into a pre-heated atomizer (60 °C)
in order to reduce dispersion on the platform and
improve repeatability of the measurements. The
temperatures reported herein correspond to nomi-
nal values given by the software controlling the
spectrometer. The analyte addition technigue was
used for quantification. Integrated absorbance
(peak arca. A;) values were used exclusively for
quantification, although in some cases the peak
height/peak area (A,/A;) ratio was employed for
optimization of the peak profile. All values given
in this work are the average of at least three to
five measurements.

3. Results and discussion

A.1. Selection of atomization conditions and chem-
ical modifiers

In preliminary experiments, it was observed that
addition of the modifier logether with the standard
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or sample resulicd in a characteristic mass ol
approximately 70 pg. which is significantly higher
than that reported in Refs. [3,13] (45 pg). As the
chemical modifier used in this work comes in a
5% w/v HCI medium. generation of the active
form of palladium (metallic Pd) might be ham-
pered [15]. An acceplable characteristic mass of
49 pg was obtained by thermally reducing the
medifier a1 100D °C prior 1o the introduction of
the standard or sanple.

Selection of the atomization temperature and the
chemical modifier composition and concentration
is usually conducted by studying one of these
variables at a time while keeping the other fixed
at a given value. This approach has the disadvan-
tage that it docs nol take inlo account the intrinsic
relationship  between them. It is known, for
instance.  that  over-stabilization of the analylc
might occur if a oo high a mass of modilier is
used. and the atomization temperature is nol
increased accordingly [16).

In order to circumvent this problem, an approach
based on simultaneous variation of the atomization
temperature (2000, 2100 and 2200 °C) and the
mass of the palladium modifier (5, 10 and 15 pg)
using 3D response surface diagrams (not shown
for sake of simplicily) was considered to establish
the optimum parameters. The above wvalues for
temperature and modifier mass were selected on
the basis of preliminary experiments, in order to
provide adequate thermal stabilization for the anal-
yie in the complex matrix of study, and to obtain
analyte peak profiles that could be completely
integrated within the 4-5 atomization time.

At first, the effect of these variables on the
integrated absorbance (4;) and the A, /A, ratio Tor
an aqueous standard (1.0 ng Se) and a 1:5 diluted
serum sample, both in a 1.0% v/v ammonia+
005% w/v Triton X-100® medium was investi-
gated. While A; gives only information about the
sensilivity, the Ay/A; ratio gives additional infor-
mation about the peak profile. For an agucous
standard, varying the mass of the modifier at fixed
alomization temperatures had no significant influ-
ence on the sensitivity (A;), but peak profiles
became broader with increasing modifier concen-
tration. Varying the atomization temperature from
2000 10 2200 °C sharpened the peak profiles at

the expense ol a reduced sensitivily, due to
increased diffusional losses. In the case of the
serum sample, increasing the mass of modifier at
lixed atomization temperatures rendered higher
recoverics, bul peak profiles tended to flatien
progressively. On the basis of these essays, 10 pg
Pd as chemical modificr and an atomization tem-
perature of 2100 °C were taken as a good compro-
misc belween sensitivity and an adequate peak
profile.

Since [irst proposed by Schlemmer and Welz
[17). the Pd+Mg(NO,)s mixwre has gained
worldwide acceplance as a fairly universal modi-
fier, hence this mixed modifier was also investi-
cated in this work. As magnesium nitrate has
mostly been used as a secondary component in
such a mixed modifier, its effect as a single
maodifier was not investigated, as it was the case
for palladivm alone. The mass of cach modifier
was varied, and surface plots were established
[18]). The palladium masses were the same as
above; the minimum mass of magnesium nitrate
studied (3 pg) was that recommended by the
manufacturer for the Pd+Mg(NO,); mixed mod-
ifier [13), whereas higher masses were chosen on
the_basis. of prelimmary studies, Increasing the
mass of magnesium nitrate resulied in over-stabi-
lization of the analyte signal and higher back-
ground absorption, hence, the upper limit for this
modifier component was set to 9 pg. The atomi-
zation temperature was set at 2100 °C for these
experiments,

For the aqueous standard, maximum sensitivity
was obtained with 10 pg Pd+3 pg Mag(NO,);. A
lower Pd mass (5 pg) might not provide sufficient
thermal stabilization, resulting in partial analyte
loss, whereas a higher mass (15 pg) could result
in over-stabilization at the atomization temperature
used in the experiments (2100 °C). For the serum
sample, in conlrast, increasing the mass of palla-
dium was mandatory for allaining maximum sen-
sitivity, and mo over-stabilization of the analyte
was observed. The latter might be due to the
presence of concomitants, or to the fact that
selenium is present in serum mostly in the form
of organic compounds. While it might be tempting
to employ high masses of palladium in order to
obtain the highest sensitivity, the A,/A; ratio
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Fig. 1. Effect of increasing concentrations of HNO,, with (C1) and without () homogenization, and NH,OH { # ) on the sensitivily
of the measurements (hank corrected) of total Se inoa 125 diluted serum sample.

revealed that the latter would result in broadened
peak profiles. A mixture of 10 pg Pd+3 pg
Mg(NO,); was finally chosen as chemical modi-
fier for further studies.

3.2, Assessment of the dilueni composition

In the present work an attempt was made to
cvaluate ammonia as a diluent for preparation of
serum samples. Although its use was described by
Subramanian [11] as an alternative reagent for
sample dilution, it has not drawn much attention
in GF AAS [12]. Fig. 1 shows the effects of
increasing concentrations of ammonia (0.5-7.5%
v/v) on the sensitivity of selenium in a 1:5 diluted
serum sample. Blank values for ammonia became
significant at concentrations > 7.5%, and although
one would be tempted to use the highest concen-
tration of 7.5% v/v NH,OH, as it provided the
highest sensitivity, the associated blank (4,=0.013
s) was much higher than that obtained with a
1.0% v/v NH,OH solution (A,=0.002 s). This
latter blank was comparable with that obtained
with high-purity nitric acid. In further swdies a
1.0% v/v NH,OH solution was employed for
dilution purposes.

When using nitric acid as the diluent, the sen-
sitivity increased when the reagent concentration
was increased from 0.2 1o 0.5% v/v, and it

remained practically constant up to 6.0% v/w
Higher concentrations were not considered in order
to avoid accelerated deterioration of the graphite
atomizer. Concentrations > 1.0% v/v HNO, ren-
dered cloudy solutions and eventual precipitation
of proteins, as observed by others [19]. Such
phenomena greatly impaired the short-term repeat-
ability of the measurements. For instance, whereas
acceptable for a 0.5% v/v HNO, (R.5.D.=3.5%),
it became analytically unacceptable for 3.0%
(RS.D.=15%) and 6.0% v/v HNO, solutions
(R.5.D.=24%), This observation could be
explained on the basis that selenium is mostly
(95%) bound to proteins [20]. Evidently, as the
latter precipitate, the concentration of the analyte
in the supernatant, the fraction that is actually
sampled for injection into the atomizer, is progres-
sively reduced. If the samples were homogenized
just prior to injecting an aliquot into the alomizer,
a 10% increase in sensitivity was recorded (Fig.
1).

On the basis of these studies, a 1.0% v/v
NH,OH 4 0.05% w/v Triton X-100% solution was
finally chosen for dilution purposes. Pyrolysis
curves for selenium in aqueous standards and in
1:5 diluted serum in the presence of the mixed
Pd+Mg(NO,), chemical modifier indicated that a
pyrolysis temperature of 1300 °C could be used
without analyie losses. A ‘safe’ pyrolysis temper-
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ature of 1200 °C was chosen for working purposes;
the optimized temperature program is shown in
Table 1.

1.3 Determination of selenium in sevtim samples
hv GF AAS

A comparison of the slopes of the agueons and
analyle addition curves revealed differences tha
indicoted  residual  matrix  interference. Similar
observations have been reporied by others in the
determination of seleninm in biological Nuids, such
as urine or blood [21]. Quantification was therelore
performed by means of the apalyte addition tech-
nigue. The detection limit (3s) was 6 ng ml ' Se,
which 15 equivalent to 30 ng ml~" Se in serum,
when the dilution factor is taken into account. The
determination of selenium in Seronorm™  Trace
Elements Serum (Batch 116), using the proposcd
method, gave a value of 9947 pg | ' Se, which
is statistically not distinguishable (P<0.05) from
the recommended value (10046 pg 17' Se) [19].

The method was applied to the determination of
total selenium in a number of samples taken from
voluntary personnel (males and females, age 25~
40 years) working in our laboratory. The concen-
tration of selenium ranged between 79 and 147
pg 177, with a mean of 114422 pg 17"

4. Conclusions

A method was evaluated for the determination
of total selenium in serum by GF AAS, using a
I:5 dilution with a 1.0% v/v NH,0H+0.05%
w/v Triton X-100" solution. and direct introduc-
tion into the graphite alomizer, The use of ammo-
nia brought about some advantages over nitric
acid, particularly as it did not cause protein precip-
itation, as it might be the case if nitric acid is used
above certain concentrations, which entails a sig-
nificant deterioration in precision. On the other
hand, simultaneous variation of the modificr mass
and the atomization temperature permitted the
selection of compromise conditions providing good
sensitivity as well as adequate analyte peak pro-
files. In this regard, a 10 pg Pd+3 pg
Mg(NO,); chemical modifier and an atomization

temperature of 2100 °C were chosen for such a
determination,
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Abstract

Copper, zine and aron concentrations were determined in “aguardiente de Covoy de Penca™ (Cocuy de Penca
fiewatery a spiritvons beverage very popular in the Morh-Wesiern region of Venesvela, by Mome atomic absorption
spectrometry (FAAS) These clements were selected for their presence can be traced o the {illegal) manufacturing
process of the aforementioned bevernges., Linear and quadratic discriminant analysis (QDA), and artificial neural
networks (AMMNg) trained with the backpropagation algerithm were employed for estimating if such beverages can be
distinguished hased on the concentrations of these elemenis in the final product. and whether it is possible to asscss the
geographic location of the manufacturers (Lara or Faledn states) and the presence or absence of sugar in the end
product. A lincar discriminant analysis (LDA) performed poorly. overall estimation and prediction rates being 51.7%
and SO.00G, respectively, A QDA showed a slightly better overall performance, vel unsatisfhctory {estimation: 79.2%,
prediction: 72.5%). Various ANNs, comprising a0 lincar funciion (L) in the input layer, a sigmoid function (5) in the
hidden layer(s) and a hyperbolic tangent function (T) in the output layer, were evaluated, Of ufe networks studied, the
{AL:58:75:4T) gave the highest estimation (overall: 96.5%) and prediction rates (overall: 97.0%), demonstrating-the
superb performance of ANNs for classification purposes.
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1. Introduction

The assessment of trace elements in products Tor
human consumption (food and beverages) is of
wimest importance for a number ol reasons,
Firstlv, i is well known thin they may be harmful,
and even lethal, above certam concentration levels
[1]. Therelore, very stringent regulations have been
maved in onder o insure amd preserve the cons
sumer s well being. Secondly. and from the mar-
keting  point of  view, some  clements  may
detemune, but alas neganively alfect the osigano:
leptic charactenstics and overall guality of a piven
product. The latter goes in detriment ol the
manulfactorer: thus, great care most be placed on
guatliny control protogels so as oo mainin the
petliny of the product and s niche in the narket,
Fimally. and mterestmgly enough. certinm chemical
components can v s nirkers for mlentification
of the product’s geographic onigin and authenti-
civ. This plavs an important role in preventing
illegal products 1o pass ofl as the authentic ones,
not only fooling the consumer, but then again,
affecting the manufacturer as well.

The observations staled in the preceding puras
graph are’ particularly cvidemt when il comes to
worklwide popular beverages sich as beer, wing,
collee. elc. Effectively. a great deal of methods has
been developed Tor the determination of trace,
minor and major clements in such beverapes [2-7).
Assgssment of these sample’s onigins has been
mosthy conducted  through the application of
chemometric technigues, namely, partial least-
siquares regression (PLSR) [8], primcipal compo-
nents amtlyvsis (ICAY |9 13) linear diseriminant
anmalsis (LAY [10L14.15) k-nearest neighbor
(K NN [T, ete,

Cocuy is a spirituous beverage, similar to the
worldwide famous tequila, which is very popular
in the North-Western region of Venczucla, It 15
made by distillation of the plant Agare cocuy. aged
for 3 vears. with a maximum addition of cane
alcohol of 707 viv, The “aguardiente de Cocuy de
Penca™ (Cocuy de Penca firewater) is, on the
contrary, an illegal beverage produced in clandes-
tine distilleries hidden in the forest away from
local authorities, Evidently, production of this
beverage is nol under any quality control super-

vision by the regional government. As such, it is
supposed that concentration of some melals may
he above acceptable levels. Capote ¢ al. deter-
mined the concentration of Cu. Fe and Zn in
homeminde Cocuy beverages by total-reflection X-
ray Muorescence spectrometry (TXRFS) and Name
atomuie absorprion spectrometry (FAAS) [4). These
authors found that, while iron and zine levels were
below the maximum permissible levels in rum and
whiskey (there are no current Venezuclan legisla-
tion concerning metals concentrations in alcoholic
beverages such as Cocuy), copper levels where well
shove them, The latter derives from the fact that
copper coils are employed in the manufacturing
process. thus part of the element is leached into the
fmal produet. Paredes determined lead by FAAS
i Coguy samples (N = 28) using an on-line pre-
concentrtion  system  [16). This author found
concentrstion levels ranging from 12,6 1o 370.0
pe 1" Ph, with an average of 7894985 pp 17!
Ph. For comparison purposes. 7% of the samples
had lead concentrations exceeding maximum per-
missible levels set for wine in Europe (300 ug17"),
11% were above those in Canada (200 pg 1~ ") and
25% vinlated the torresponding limit (100 pg 17 ")
inthe LS.

The aifh of the present work was the develop-
ment of a stralegy for evaluating whether zinc,
copper and iron could be used to classily these
illegally-manufactiured Cocuy firewalters according
1o the geographic location of the manulacturers,
distributed along the Vencruclan states of Lara
and Falcon, and the presence or absence of sugar
in the fnal products. The selection of such
clements was based on o previous work [4]. As
these elements are directly refated to the utilization
ol copper coils, they may provide information on
the manufacturing process, and may be useful in
establishing a quality-control policy in the makipg
of such beverage. Artificial neural networks
(ANNs) will be used for such a goal, due to their
well-recognized capacity for pattern recognition
[17-20]. LDA and quadratic discriminant analysis
(QDA) will be performed for comparison pur-
poses. The latter were selected on the basis that,
like ANNs trained with the backpropagation
algorithm, they also work on a supervised-training
fashion.
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2. Theory

ANNs derve their numes from their similarity
1o their biological counterparis. They are pseudo-
parallel processing systems capable of “adaplable
learning”. meaning that they can do so without the
Tormalisms amd restoctions of computer progrim-
ming lnguages, The Tundamental constituents of
the ANN: are called moles or nenrons, Fig, 1a
shows o basie representation of one of such unils,
Fach mowde performs a series of simple caleulations,
Farstl, the mpat sigals (1,0 are processed i the
“hady ol the nearon secording o

Net, = E w, X, i

where w,. the weights, are an analogy of the
hiological svnapses. Aer, mav lake large positive
or negative values: therefore, it is furher modified

L]

b

in a second slep. Various transfer functions ()
have been proposed for this purpose, each of them
accomplishing different transformations. The uni-
polar sigmoid (Eq. (2)) and the hyperbolic tangent
arc among these lunctions:

|
o= fiNer) = Uity = 2
g T L

They are both monotonous, non-lincar functions
which resirict the output of the neuron to belween
Mand Loor = 1 and 1, respectively, The term & is

known as the bias, and it represents a threshold
value above which the neuron is said to “fire™, or
emit a signal. This kind of transfer function is whalt
mikes ANNs particularly suitable for modeling
mon-lincar  systems. The wvalue Owr, is  thus
propagated to the ncurons on to the following
layers.

out,

Network's satpal
-

Fig. 1. Diagram of (1) an artificial neuron; and, (b) an ANN with two (active) layers (see text for details)
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While a newron is clearly an important part of
an ANN, 15 the linking among  them—the
“networking” —which gives ANNs their outstand-
ing performance [21). Fig. 1b shows a diagram of a
fully connected, ANN with two active layers. Each
black symbol represents an individual neuron
performing the operations deseribed previously.
The input fayer serves 1o distribute the data and
does not perform any caleulation. The hidden
lavers are known as suelh for they neither reccive
nor s data direetly from or 1o the user.
Finally, there is the owtput layer, which provides
the results of the network caleulations. In this case,
data “Nows™ exclusively from the input to the
output layer. On the other hand, and for the
particular tvpe of ANMN employed in this work, the
adjustments of the weights are performed on the
opposite dircetion. This “hackpropagation™ pro-
cess means that the weights of the output laver are
modificd Orst. followed by those on the layer
immediately  preceding i, and so on [21,22).
“Learning” consists of adjusting the weights so
that the error, that is the difference between the
neuron {or the network’s) output and the expected
value, is minimized (supervised learning). With
this regard. the mean squared error (MSE) may be
wilized [23]:

Eldl- — )
MSE=| * (3)
"
m which o and o represent the desired and
the actual network output values,
respectively. and  n the number of input-
output pairs (paticrns) wsed to training the net-
work.

3. Materials and methods

31 Equipment and software

A Perkin—-Elmer atomic absorption spectro-
meler, model 460, was used for all the determina-
tions. Perkin—Elmer hollow cathode lamps for Zn,
Cu and Fe were used according to the manufac-
turer recommendations [24]. The Statistical Pack-

age Tor SOCIAL SCIENCES 7.0 (SPS Inc.) and
MINITAB 13.1 (Minitab Inc.) were used lor
statistical analyses. ANNs were developed using
PROPAGATOR 1.0 (ARD Corporation) flor
Windows [23]. The sollware generates a list ol
weights alter training is concluded. Those weights,
together with the appropriaie transfer functions,
were processed by EXCEL XP (Microsoft Corp.).
running  under  WINDOWS ME  (Microsoll
Corp.). 1o yield the network’™s numerical output.

3.2 Reagems and samples

Titrisol™ {Merck) stock solutions (1000 mg 17")
were used for preparation of working standards.
Eithyl alcohol (98% viv, Riedel de Hacn) and a
A4rie ethyl aleohol solution from a local producer
were used for matrix matching.

Samples (N =40) from dilferent producers from
Lara and Faleon states (Venezuela) were collected
in ghiss bottles and stored at 4 °C until analysis.
Boltles were washed with nitric acid, and rinsed
with distilled, de-ionized water prior to sample
collection. Table | resumes the coding used to
identify the samples, the number of samples
collected from each region, the nature (with or
without sugar) and geographic origin.

2.3 Derermvination af zine, copper and iron by
FAAS

The determination of Cu and Fe concentrations
in Cocuy samples was carried out following the
recommendations of the manufacturer [25]. The
method was also effectively implemented for the
determination of zine [4]. Quantitation was made
against a matrix-matched calibration curve. When
necessary, the samples were diluted with 40%,
alcohol in order to bring the concentration of a
given analyle within the corresponding linear
dynamic range. Concentration values for each
sample were estimated as the average of at least
three consecutive measurements.

3.4. Discriminant analysis

Linear and quadratic discriminant analyses were
performed wsing Zn, Cu and Fe standardized
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Tabke |

Classalicatien amd chamctenstios of the Cocuy samples
Comdefategory Number of samples Maiture

se 12 Pure

i (L] With supa
e 12 Pure

1"s [ With sugar

comeenteations s inputl dat, amd the samiples”
citegorics as outpuls. Standardization was con-
ducted according o the Tollowing equation:

AR &

[Vl = (4}
where |V, and X correspond to the ith <tan-
dardized and raw concentration of the jih element,
Ay and 5 are the average concentration and
standard deviation of the jih element. Data was
split in two groups: i) 75% of the data was
randomly selected in order to develop the discri-
minant functions; and, ii) the remaining 25%
(prediction group) was used to validate the model.

1.5, Dervelopment of artificial nevral neivorks

In the present work. the code (3:nm:4) is used
o dleseribe the topology of the neural netweorks:
where n and m represent the number of nodes in
the hidden layers. For sake of simplicitv, the
transler functions of the network’s layers are not
included in the code, as they were fixed for all
lopologies evaluated.

Preliminary assays revealed that low MSEs were
attained when a learning rate of 0.01 and a
momentum factor of 0.5 were used. In order to
avoid a local minimum during training, the
adjustment of the network weights for a given
topology was conducted at least three times. In
each case, the initial weights were randomly
started ( —1.010 1.0). Table 2 shows the paramelers
and characteristics of the ANNs under evaluation.
MNormalized data, according to Eq. (5), was used as
inputs.
= )

¥ {man )

Network's outpul eode

Origin

Municipio Sucre (Faledn) =101
Mumicipso Sure ¢ alooni 1 =111
Munmsapen Llndancia i Laia) 11 =11
Munscipeo Ulrdancts | Lara) 11N -1

Tulde 2
Paraimeters ainl chamictersies of the ANMNL under evalinition

Piiraimeter Cluirwteristins

Mumber of noddes: 3

08, Cu aind Ue normialised conceniralions)
Trameler Tunction® lincal (L)

Mumber of Livers: varnable (1 1)

Numher of mviarons: variable (1 -7)
Tramafer function: sigmoid (S)

Number of neurons: 4 (Category)

Transfer function: hyperbolic tangeat (HT)
Leaming rie 0,01

Maomenium 0.5

Training cycles  Variable (10°-10%

gyt Rivee
Hikden bavers

Ohtpist kayer

where [Xy]s and X, are the ith normalized and
raw concentrations for the jth clement, respec-
tively, and X, .. the maximum concentration for
the jth clement. A group constituted by 75% of the
data was used for training the ANNs: whereas the
remaining 25% was employed for validation. A
sigmoid transfer function was implemented in the
hidden layers, and a hyperbolic tangent was
employed in the outpant laver. A code comprising
a combination of =1 and +1 was used for
definition of the corresponding calegories (see
Table 1).

4. Results and discussions

4.1. Determination of Zn, Cu and Fe in Cocuy
samples by FAAS

Zine, copper and iron were selected on the basis
of a previous work [4]. A more detailed elemental
characterization of these samples would have
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required & more comples methodology [16] or,
certanly, more sensitive techniques. which was
bevond the scope of this first approach. Work is
being currently conducted in this direction, and
will be the subject of a future publication,
Although other elements could be employed that
may relate the product with soil characteristics,
thus with the peographic origin of the raw
material. Zn. Cu and Fe may be useful in establish-
ing o relationship between 1he illegal products and
their manulacturing process. 1 is believed that, m
first. this may be helpful in the establishment of
quality-control policies,

Table 3 summarizes the concentrations of Zn,
Cuand Fe found in Cocuy samples Trom dilTerent
manufacturers from  Faledn and  Lara  states.,
Particular attention must be paid to the elevated
concentration of copper, which is evidently 1he
result of the leaching ol the element from the
distillation coil. Although copper is an essential
clement. its ingestion above certain levels may pose
a likely threat to human health [26]. The results
presented here confirm previous findings by Ca-
pote et al, [4].

A look at'the concentration ranges presenied in
Table * rcveals an ample vanability, not only
between the two states (Falkeon and Lara), but
within states as well, Copper and zine concentra-
tions represent a clear evidence of the latter. their
concentrations varying by as much as |- 2 orders
of magmitude. Such variability is clear evidence of
the lack of quality control measures regulating the
manulacturing ol such beverages. The latter will
exact an important influence in the classification
of such samples. as will be seen in the ensuing
sections.

Table 3

4.2, Classificetions of Cocuy samyples: diserininant
ittteilyaix

Discriminant analysis (DA) is a chemometric
technique whereby a set of funclions (latent
variables), which are combinations of the original
{predictor) vanables, are developed. The resulting
maodel secks 1o cluster observations by maximizing
the between-group varmnee [27]. The dimension-
ality of the space can be reduced from a higher p-
dimensional space (number of initial descriptors)
1o a smaller w-dimensional space (number of
resulting discriminant functions) by this means,
The latter has the benefit of permitting the
visualizaton ol the latent variables in 2 or 3
dimensions [or graphical classilication, Two vana-
tions of DA can be dilferentiated, depending on
whether the litemt variables are linear (LDA) or
quadratic (QDA) combinations of the predictor
variables. lrrespective of the model, correct appli-
cation of the DA technique relies on the predicting
vanables having a multinormal distribution [27]. A
preliminary study of the raw data revealed that
frequency distributions showed high asymmetry.
Therefore. 1l was necessary to perform a transfor-
mation ol such varables which would help in
smoothing their distributions so as to comply with
the requirements of the technique. The variables
were thus standardized according to the Eq. (4)
{sce Section 3.4).

A LDA was first performed on the standardized
daita sei. Fig. 2 shows a scatter plot of the Cocuy
samples by means of the first two linear discrimi-
nant functions. Copper and iron have the highest
values in both discriminant functions, thus they
contribute the most to the separation of the

Zn, Cu and Fe average concentrations and ranges found in Venezuelan spirituous beverages (Coguy) from Lara and Faledn states

Category Concentration (mg 1 ')

Zn Cu Fe
sr 012 40,05 (DOY-QIT) 280342799 (6.12-85.69) 0324007 (0.27-0.51)
55 0.97 40,04 (0,89 - .00) N3640.67 (W0.64-33.13) 0.26.40.06 (0.18--0.36)
up 0234021 (0.02-0.65) 1463+ 14.69 (4.49-58.46) 0364012 (0.20-0.55)
15,58 40,07 (782 26.12)- AR 4000 (0,12-0.59)

s 013 20,02 (0,08 - 0.38)

* Vabws correspond 1o the avernge 4 5.0, Concentrstion ranges are shown in parenihesis
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groups. It is clear that, with the exception of one
group (Calegory S$5), all other groups present
similar characteristics leading to the superposition
of the corresponding categories. This is particu-
larly evident in the closeness of the groups'
centroids located in the lower right-quadiant of
the plot. The Tatter is attributed to the fact that,
with the exception of group S8, the normalized
concentrations of zine, copper and iron are very
similar among groups. The corresponding (nor-
malized) concentrations in group 85 are higher
amd statistically different (o those of the remaining
groups, which clearly contribules to its betier
separation by the first two discriminant lunclions.
The high overlap between the groups is reflected in
the Tow estimation and prediction percentages

Table 4
Estimation and |
peographic provenance of Cocuy samples

summanized in Table 4. The overall classilication
accuracy is approximately 30%. which is evidently
unsatisfactory,

Bascd onn the et that the high dispersion of the
raw data is certuinly responsible for the inability of
the LDA maodel 10 provide adequate  groups’
separition. it was deemed appropriate to attempl
the classilication by means of a non-lincar model.
The stanistical packages used along this work have
a guwdratic function which was used for this
purpose. Quite  surprisinglv. it did  nel seem
possible w plot the numerical outputs @s m the
sise of LA, Nonetheless, the results (see Table 4)
indicute an improved performance of the corre-
sponcling model, Again, Cinegory 55 can be
clearly scparated from the rest of the groups. as
inferred from the 1002 classification accuracy.
Ior the remauining groups. estimation and predic-
tion accuracies = 304 could be attained., with an
overall estimate of ca, 8% and 72%. respectively,

The results discussed in the preceding para-
graphs pinpoint to the groups been clearly non-
linearly separable. The function though, must be
mare complex than a simple second-order poly-
nomial, as evidenced by the still unacceptable
estimation/prediction accuracy of the QDA model.
Such a function. or combination of functions,
cannol be determined a priori. thus impeding the
application of ¢lassical mathematical models, and
calling for a more effective altiernative. ANNs are
well recognized for the ability to model highly
non-linear model, without the need of knowing
which linction could actually perform the separa-
tiom [22]. The ensuing section is devoted to the

Jiction acy of the LDDA and QDA and the (3:5:7:4) ncural network on the determination of the category and

Category  LDA QDA ANN (3:5:74)
Estimation (&) Prediction (%) Estimation (%) Prediction (%) Estimation (%) Prediction (%)
sP 1 218 812 12,2 BR.S 100.0
88 1.0y 1000 LR 10010 [LETHA) 1000
(U 12 313 55.6 0.0 1000 833
us 44 444 833 722 1000 100.0
Orverall 1.7 s0.0 7.2 Fr 5 9.5 97.0
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evaluation of this aliemative for the lassalication
of the Cocuy samples,

4.3 Classification af Cocuy sumples: artificiod
meweral menwork s

Unlike many chemometne tools, data do not
have 1o comply with any specific distribution, ¢.g.
multivariatc normal distribution. to be procesced
v ANNs. llowever. in order o prevent 1he
nelworks from 3 prcei giving more relevamee 1o
some clemenis based on the magnitude of their
concentrations, as wonld be the case for copper.,
normalized diti was vsed instead of the vaw duta,
Standardized data wis also evaluated Tor s
purpose, but it was found that normealization led
iy AMNs showing a better classilicalion perfor-
mance. as will be shown Liter on.

The sclection of the ANNs for classilication of
Cocuy samples was conducted considering the
reduction in the mean square error (MS1E) for
various networks’ topologies, Fig. 3 shows the
trend in the MSE for the (3:5:7:4) ANN, which
was considered the best on this basis. Clearly, 1he
MSE experiences o monotonic_reduction s the
network is irined eventually reaching a pliteaw.
Such a tendency is an indication of overtraining.
i.e. the network has adjusted the weights so as 10

LT
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Fig. 3. Training (@) and salidation () MSE for a (X57:4)
ANN

muntch the iining set. thus reducing its predicting
capabilities. Traiming  the neiwork  was  thus
stopped after 4000 ¢yveles, in order to avoid the
aforementivned proddem.

Table 4 shows the performance ol such ANN
For estimating the provenance and nature of Cocuy
samples. The superiority of this approach lor
determining the origin and nature of such samples
i clear. The Eater s certainly aunbutable o the
Gt that oot only are the observations not lincarly
separable. bt also because a more complex non-
lmear Tunction is needed Tor a correct clustenng.
By adjusting the weights, ANNs are capuble of
developing estremels complex Tunctions, which
could be nearly aimpossible 1o emuline by most
mathematical methads, The longest development
time of ANNx may be considered a disiddvantage
when compared with the immediaieness with
which most chemometric tools are implemented.
However. once trained they are able to predict the
category 1o which the samples belong almost
instantancously, thus compensating such a draw-
back.

5. Conclusions

LA, ODA, samd ANNs were cvalvated for
chssilication of Cocuy de Penca firewater samples
based on their Zn, Fe and Cu concentrations.
ANNs clearly outperformed LDA and QDA,
showing an excellent averall predicting capability
(975 vs. 5300 and 2%, respectively). The high
dispersion of the data. resulting from the lack of
quality control measures in the manufacturing of
such beverages, exacts a detnmental effect on the
classification powers of these chemometric tools.
This represents a clear example of the capabilities
of ANNs lor developing complex mathematical
models for classilication purposes, without the
inherent limitations of many chemometric techni-
ques. Further work is being conducted so as to
improve the classification of the various samples
taking into account other trace elements that may
provide additional information on the geographic
origin of these beverages,
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Abrdract

Feal-forsan] anificl pooral actworks (ANN1), tramald with the poacralinad delta nibe, wore cvabastod for modkchig the moa- hacar bohavios
of calibration curves and mcreanng the working range for the determination of cadrmium by graphite furace somic sbaopltion gecrometry
IGEAAS) Selection of thit amalyte wat made on the basit of ite thont linear range (upto 4.0 g1 '), Two-layer neural petworks, comprising
e pode in the inpt kayer (lincar branafer funciioal 8 variable mamber of ncaroas in e hiddon layer (spmoid tianafir functiont), and & single
stwren {lincar trancfer Fanction) in e cutpat layer wore sssetsed for such 8 parpose. The (1:2-1) newral network was selectod on the batis of
it capacity to adequately model the working calibmtion curve in the range of sudy (022,01 g 1" Cd). The laner resulicd in a nearly six fold
inctexss in the working range. Cadmium wa doterminad in the cortifind referonoe matenial “Trace Floments in Dvinking Water™ (High Panity
Standands, Led Mo, 490915) a1 four concentration lovels (210, 4.0, 8.0 and 12.0ag] ' Cd), which were experimentally within and sbove the
Vs dvmamic mnge (LDER), Mo significant differences { <= 0.05) were found betwoen the expocted concentrations and the results obezined
Iy wneang of the neural netwark. The propesed metliod was comipatod with the eomentional “dilution™ approach, snd with fitting the working
calibration curve by means of a second-order polynomial, Modeling by means of an ANN represents an alermative calibration technique, for
its use helps in reducing sample manipulation (due 1o the extension of the warking calibration range), and may provide higher accuracy of
1 ddeterminations in e nem-linenr portion of the curve (a8 a resull of the betier liness of the medel).

3 2003 Published by Eleevier BV

Kvwards: Cadmam; Calibralion s, Grsphise famocs atomic sheorplivn spectrometny (GEAAS), Artificial peurl mtweaks (ANNa), Iackpropagation

L. Iniroduction

Flectrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)
is well recognized 1o be among the most powerful tech-
nigues for analysis al trace levels. This technique is char-
acterized by its high scositivity, considersble robustness

. sahoe. Tel: 458274 2401 W 2ig
Fun: 4 58-274-2400 286,

E-mail addvere: en htrnomde retdyain oom
(F.A Herndnder Carsbalio).
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Mischen Odbeliven, Barguavimnetn W07, Venerucls,

OV 9140%8  soe Fromt marter © 2001 Publivhed by Ehicvier BV,
dok 10, 10164 talanta 2063 11,013

towards matrix interferences, low sample consumption,
excellent performance for the analysis of solid, liquid
and gascous samples, etc. However, ETAAS is not with-
out disadvantages, being the thort linear dynamic ranges
(LDRs) among them |1). For companison purposes, while
the LDR for this technique cxtents only for about one Lo
two decades, inductively coupled plasma, cither with op-
lical emission of nass detection, of lotal reflection X-ry
Muorescence specirometry can achicve LIDHs spanning
4-6 orders of magnitede [2.3). Working outside the lin-
car range may render inaccurate results [4). Therefore, the
analyst is oflen forced to dilule a given sample in order
1o bring the analyle concentration within the lincar range.
Besides being time-consuming, the latior poscs the inirin-
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sic risk of contaminating the sample during the dilution
process.

Several methods have been proposed with various degrees
of success, in an attempl to salvage the above inconvenience.
Among the various approaches are wonth mentioning: the
use of peak area insicad of peak height | 5], high-pressure at-
omizers | 6.7}, quanlitalion al non-resonant absorplion lines
[8.9]. non-stop gas condition during atomization %], atom-
ization ofT the platform or the atomizer wall [8,9], mathe-
malical corrections of the cause of deviations from linearity
[T 12), and less often madeling of the calibration curve
wilh polynomial expressions [4,13,14],

Artificial neural networks { ANMNs) are known for their ca-
pacily to model non-lincar systems [15 18], Thereflore, on
a first approximation, they conld be used for modeling the
behavior of calibration curves in atomic absorption spec-
trometry. Even though ANNs have received signilicant alten-
tion for spectropholomelric applications [19-22], their use
in alomic spectrometry is relatively scarce |23 25].

The purpose of the present work was to evaluate the
applicability of ANNs for modeling non-linear calibration
curves in graphite furmace atomic absorplion spectrometry
(GFAAS), aiming al extending the working range. Cadmium
was chosen as the analyle of study due to its short LDR. A
cedilied reference material, “trace metals in drinking water™
(High Purity Standards), was used to check the accuracy and
precision of the method. For comparison purpases, the deter-
mination of cadmium in such a material was also performed
Trough the comientivial dilution procedire anl by Giling
the entire calibralion curve wilth a second-order polynomial,

1. Theory

ANNs are pseudo-parallel processing systems capable
of “adapiable leaming,” meaning that they can implement
tasks without the formalisms and restrictions of computer
programming languages [ 26). The fundamental constituenis
of the ANNs are called neurons, Fig. la shows a basic
representation of one of such units. Each neuron performs
a serics of simple caleulations. First, the input signals (Y;)
are processed in the "body™ of the neuron according to:

fi= ) wiki ()

where wy, the weiglits, represent the “artilicial synapses™.
This value i= further modilicd in a secomd step by means of
a transfer function (17). The unipolar sigmeid (Fy. (2)) is
one of the most popularly used functions:

1
HE

st SR S o 2
|+ expi—14 4 ) 2)

This is a monotonous, non-lingar funclion, which restricts
the output of the neuron (15) between 0 and 1. The ierm
1 is known as the bias, and it represents a threshold value
above which the newron is said to “fire™, or emit a signal.

Litegated ﬁ}r"’.“‘-}: Cadimsin
Al lamince ¥ Cane
‘.\" .J.ﬂj‘ Concerration
NS/
Tl Malden : Oudput
) e by I

Fig. 1. Miagram of: (a) an individual neuron; and (b) an AMN with twao
{active) lavers.

Transfer funclions such as the one shown above are what
make ANNs particularly suitable for modeling non-linear
systems. The value ¥; is thus propagated to the neurons on
to ihe following laycrs, “Leaming” consists of adjusting the
weighls so that the crror, that is the difference between the
neuron (or the network 's) output and the expected value, is
minimized (supervised leaming). On this regards, the mean
squared crror (MSE) may be utilized [27):
z

MSE, = it%’:’—"- (3
in which & and o; represent the desired and the actual
network outpul values, respectively, and » the number of
input -output pairs (patterns) used to training the network.

The ANNs evaluated in this work are fully connected
arrangements such as the one depicted in Fig. 1b. Each
black circle represents an individual neuron performing the
operations described previously, The input layer serves 1o
distribute the data and does not perform any calculation;
thus the unils are represented as black squares, and they
are referred to as “nodes™ instead. Neither is this layer
taken into account when describing the topology of a given
network. On this regards, the diagram in Fig. 1b shows a
two-layer ANN. The hidden layer is known as such for it
neither receives nor transmits data directly from or to the
user. Finally there is the outpul layer, which provides the
resulls of the networks calenlation, Dala *Nows" exclusively
from the input 1o the outpwt layer, and thus this particular
topology is usually referred to as “feed-forward ANN™, On
the other hand, the adjustment of the weights is performed
on the opposite direction, i.c. it is “backpropagated”, This
means that the weights of the oulput layer are modified
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first, followed by those on the layer immediately preceding
i, amd e on, wnbil the weiglis of the inpul layer are finally
adjusted [26,28]. The process is iteratively repeated until
the error reaches a pre-determined level, or afler a certain
number of leaming/validation cycles, also selecled by the
analyst, have been completed,

1. Experimental
11 Equipment, aceessories and software

A Perkin Elmer atomic absorplion spectrometer, model
2100, provided with an electrothermal stomization system
misdlel HGA-T00, an autosampler system model AS-T0, and
. a deuterium lamp background correction sysiem, was used,
Pyrolytically-coated graphite atomizers (Perkin Elmer) with
totally-pyrolytic graphite platforms (Perkin-Elmer) were
employed afler proper conditioning [29]. A monoglemental,
cadmium hollow-cathode lamp (Varian), operated at 6mA,
was used at the 228.8 nm Cd line. All other conditions were
as recommended by the manufacturer of the spectrometer.

The neural networks were developed using PROPAGA-
TOR L0 (ARD Corporation) for Windows 3.X [27]. The
soflware generates a list of weights after training is con-
cluded. Those weights, together with the appropriate transfer
functions, can be processed by diferent eomputational tools
to yield the network "s numerical output when presented with
the eorresponding input values. EXCEL 2002 (Microsoll
Corp. ) was employed [or this purpose in a Windows Me (Mi-
crosoll Corp.) environment. Statistical evaluations, as well as
hinear and second-order polynomial Gitlings, were conducted
with MINITAR Siatistical Soflware v. 13.1. (Minitab Inc.).

12 Reagenix and materials

Cd metal powder (Merck, pro analysi) was employed for
preparation of the analyle’s stock solution. Ten pereent {10%
wiv) palladium nitrate solution (Aldrich), and magnesium
nitrate hexahydrate (Carlo Grba) were used as chemical mod-
ifiers. Mitric acid (Alfa Acsar, metal basis, 99.999% purity)
served for dilution and stabilization of solutions. Distilled,
de-ionized water (Millipore, 18 M£2em™") was utilized for
preparation of sample and standard soluwtions.

The “trace melals in drinking water™ cedified reference
material (High Purity Standards, Lot No. 420915) was cm-
ployed 1o verify the accuracy of the methodology herehy
proposed, Such referenee material has a cerlilicd concentra-
tion of cadmium of 12.0pgl™" (£0.5%) [10].

4. Procedure

4.1 Preparation of working solutions

Cadmium standards were prepared from a laboratory-made
stock solution (1000mgl ' Cd in 1.0% HNO,) by proper

Table 1

Adoiration program for the delermination of Cd by GFAAS®

Sup Temperature (°C) Ramp (s} Haold {3)
Dry 00 0 5
Pymolysis Rixy 5 15

Cospd devaen L1 ] 1 L]

Coad dewn 1™ 50 1 5
Armization® 1400 ] 3 iread)
Clean FALLT] 1 L]

Copl down 20 1 8

* Injection temperature: 100" C; injection speed: 4004,
* G wop mode: J00mimin ' Ar fow in all ether atages,

dilutions with a 0.2% w/v HNO: solution. Fifleen stan-
dards were preparced having the following concentralions:
0 (blank), 0.5, 1.0, 2.0, 40, 5.0, 6.0, 8.0, 100, 12.0,
14.0, 16,0, 18,0, 20,0 and 22.0 pgl™' Cd. A 6000 mg1~!
magnesium  nitrate solution was prepared by weighing
an exact amount (1.037g) of Mg{NO3)z-6H20 and dilut-
ing to 100ml with 0.2% v/v HNOj. A mixed 500 mgl™!
Pd +300mgl~' Mg(NO;); chemical modifier was pre-
pared directly in an autosampler vial by proper dilution
of the coresponding solutions. This concentration of
msdilier was chosen based on preliminary assays, in or-
der to correct for a recurrent distortion of the analyte’s
peak profile observed during the analysiz of the reference
material.

The reference material was prepared by serial dilution to
yield cadmium concentrations at four levels, namely, 2.0,
4.0,80and 12.0 pgl~" Cd. These were selected to be inside
and outside the lincar calibration range.

4.2, Determination of cadmivm by GFAAS

Table | summarizes the optimized alomization program
employed for the determination of Cd. Ten microliters of
the standards/samples and 1en microliters of the mixed Pd
+ Mg(MNOy)z modifier were injected sequentially into a
pre-heated (100°C) graphile fumace electrothermal atom-
izer. A single, high-temperature drying step was used in
order to reduce the span of the alomizalion program. A
double-staged, pre-atomization cool down siep was intro-
duced in order to promote the formation of the atomic cloud
in a more favorable thermodynamic environment [31,32].
All tlemperatures correspond Lo nominal values given by the
software controlling the spectrometer. Five replicates (in-
tegrated absorbance values) for each standard/sample were
taken.

The determination of Cd in the standard reference mate-
rial was conducted three fold: (i) dilution of the sample and
quantitation of the analyle’s eoncentralion using the linear
portion of the calibration graph (0-4.0 pg1~" Cd); (i) mod-
eling the entire working calibration curve (0-22.0 g ')
with a second-order polynomial; and, (iii) modeling the cal-
ibration curve in the same range as before, by means of an
ANN.
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A3 Artificial mewral nepworks

Two-layer ANNs with one node in the input layer (lincar
transler funclion), a variable number of neurons in a single
hidden layer (sigmoid transfer function), and a single ncuron
in the output layer (linear transfer function), were evaluated.
The dilferent AMNs were irincd/validated for a variable
number of cycles (1070 10%), The program employed in the
development of the ANNs uses the generalized delta rule
for weights™ correction [27].

Preliminary assays revealed that low MSE where oblained
using a learning rate of 0.04 and a momentum factor of 0.4,
as well as with normalized cadmium concentrations instead
ol the raw ones for oulpuls, A group of palterns (45 inte-
grated absorbance concentration pairs) covering the entire
working range were randomly selected and used for train-
ing the ANMs. A set of 30 patterns (validation sct) was cm-
ployed to prevent the networks from becoming overtrained.
The adjustment of the network weights for a given topol-
ngy was conducted at least three times, in onder o avoid the
networks to be stuck in a local minimum during training. In
each case, the initial weights were randomly started (- 1.0
to 1.0). The selected topology was that whose MSE best ap-
proached the average training MSE. The code (1:n:1) s used
throughout to describe the topology of the neural networks
{n representing the number of neurons in the hidden layer),

Testing the chosen ANN was conducted two fold, First,
hy evalualing the quality of a lincar regression analysis
nf cadmium concenirations predicted by the metwork ver-
sus the actual concentrations in the working solutions. The
powlness-ol-fit of the awadel generated by the ANN was also

E A HernamdezCaraballn o ol / Tdansa 63 (2004) 425431

assessed through the estimation of the root mean square of
the percentage deviations (RMSPD) [13,33]:

Is . mu)z) * &

=1
where “ﬁnl and 'r'itml carresponds 1o the ith predicted and
aclual concentrations, respectively, and & is the number of
points used in the calibration (excluding the blank). Second,
employing the model thus generated for the determination
of cadmium in the reference material al the concentration
levels deseribed in the preceding section.

((}"IM = IEliFlt'.ml

RMSPD = -
Cheal

5. Results and discussion
5.1. Cadmium calibration curve in GFAAS

Fig. 2 clearly shows the non-lingar behavior of the in-
legrated absorbance signal for cadmium with increasing
concentrations in the range of 0-22.0ugl "', Above this
value the curve reached a quasi-plateau, and so those X~V
pairs were discarded from the studies that followed, Pre-
cision in the above concentration range was betler than
2.5 %R.S.D., except at 0.5pgml ' Cd (ca. 4 %R.S.1.),
which is stll analytically acceptable. The data points
were fit with the second-order polynomial described by
Ay = =0.0013{Cd)’ +0.0761{Cd]-0.0002 (¢r? = 0.9988).
e goalness-of-fit was assessed in the Giesd place through
the adjusted coeflicient of determination (#'%) [34]). This
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parameter lakes inlo account the variation in the degrees
of freedom experienced by the residuals with the inclusion
ol further terms in a polynomial expression. Therclore,
W prowides a staliztically more accurate reflection of the
polynomial fitnesz than the coellicient of detormination
cmployed otherwise [35].

Ihe lincar range ix significantly short, spanning up to
4.0pgl " Cd (sce inscl in Fig. 2). The regression oquation
best describing the variation of the integrated absorbance
with concentration was found 1o be A; = 0.0745[Cd] ~
0.0019 (+* = 0.9998). Inclusion of an additional X- ¥ pair
already deteriorated the adequacy of the lincar model (2 =
{1.9967). Such a short LDR entails that samples with concen-
trations higher than the upper limit would require dilution,
with all the disadvantages already mentioncd. An alierna-
tive could be to extend the working range by modeling the
entire (non-lincar) calibration curve with ANNs.

5.2 Moedeling the calibration cweve v aretificial aeral
networks

Vander Heyden ct al. |24] developed a Kohonen neural
network approach for diagnosing the adequacy of the cali-
bration curves in AAS. Such an approach would determine
whether a calibration graph contains outliers, may give rise
o imprecision in the delerminations, or deviales from lin-
carnity. In our case, we decided 1o evaluate another kind of
ANNs, viz. feed-forward ANNs trained with the gencral-
ired delta rule, for modeling the non-lincar calibration and
increasing the working range for the determination of cad.
mium by GFAAS.

Several ANNs were evaluated for modeling the calibra-
tion curve depicted in Fig. 2. Variables to be optimized
were the number ncurons in the hidden layer and the train-
ing/validation cycles. The initial criterion for selection of the
most adequate ANN was the achievement of the minimum
MSE in a relatively small number of cycles.

Fig. 3 shows the trend in the training and validation MSEs
for 2 (1:2:1) ANN. Only such values arc presented for szke
of simplicily, since increasing the number of hidden nodes
did not yicld a betler performance. Also, using more com-
plex networks would have unneccssanly complicated the
data processing step, and were not further considered. The
training MSE rcached a quasi-plateau after ca. 4 = 10° cy-
cles, whereas the validation one did so aller B = 10° cyeles.
Mo significant variation in the M5 was observed beyond
10° cycles, and thus training/validation was stopped at this
point. The training/validation lime ok only 15-2735 in a
Pentium I11 processor; therefore, the development of the net-
works in this case was a relatively rapid process,

While a reduction of the MSE is an important aspect o
be considered for selecting the most adequate topology, it is
as relevant evaluating the generalization capacily with data
not used during the training process. On this sense, a group
of integrated absorbance data from the calibration sct was
input to the selected ANN, and the corresponding concen-
trations were eslimated. A lincar regression maodel of pre-
dicted versus expected cadmium concentrations was devel-
oped. The regression equation for the (1:2:1) network was
[Clpred = 1.002{CA|eat +0.056 (r = 0.999). A statistical
test, Student’s r-test showed that the intercept and the slope
of such equations did not differ significanily (/' = 0.05)

Mean Square Error (107)

n ] .“"—--__.—c

b L] L 1 . 1 b L

L] 2 1 6 K [[{]
Cycles (10°)

Fig. 3. Training (&) and validation (#) mean square emor for the {1:2:1) pewral network,
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Tbsle 2

Determaretion of Ce in “trsce msetala modreding wiskor™ cemifiod reference material by GFAAS using different calilsation spproaches

Concentration (ugl*") Method®

bt e Sevonad onder podymomaal ANN (1:2:1)
1a 200 £ 000 (14) 210 £ 000 (1.4) 203 £ 003 (14)
a0 A0 & 008 {10y A1 & 008 (1.0) 408 & 004 (L1)
xn ROS & 011 (1.4) 790 £ 0.1M1.5)
120

1235 4 008" (0.6) 12.30 & 008 (0.6)

® Walues correspond 1o the sverape & wndand devastion (V = 5) Relative sandard devistion (%R.E0.) i given in parenthetit,

° Nipnificad dulferences (P = 0.03)

from 0 and 1, respectively | 34), indicating the adequacy of
e medel i a first approximation. The RMSPDx: (Bg. (4))
was also estimated in order (o assess (he goodness-ol-0il of
the model generated by such a network, The low RMSPD
(4.3%) is a clear indication of the capability of the neu-
ral network for modeling the calibration curve in Lhe enlire
range of study.

5.3, Determination of Cd Iy GFEAAS In a certified
reference material

As the concentration of the analyte (120 pgl ') in the
reference material is clearly outside the lincar range, a dilu-
tion of such a solution would have been certainly considered
the first approach for the determination of cadmium. The
resulls oblained in such a way are preseited in Table 2.
A statistical evaluation of Student’s ftest |34) revealed no
signilicant dilferencex (' = 0.05) between the expected
and estimated concentrations. Again, this method presents
ceriain disadvaniages, and alicmative methods should be
sought in order o overcome them,

A polynomial filting of & non-linear corve is a relatively
[ast and simple method that can be casily implemented by
any dedicated computer program, According o L'vov et al,
| 114, these methods should not be considered (or calibra-
tion purposes, simee the coefficients adjusting the polyno-
mial lack physical meaning. Even though this observation
(eoeflivients” lack of meaning) iz clearly accurate, we esti-
mate that an adequate fitting, as well ox the case and speed
of such a method should make of this an interesting calibea-
tion altemative.

The determination of cadmium in the reference material
was carried out using the second-order polynomial it dis-
cussed in Section 5.1 {see Toable 2), The statistical analysis
mhcates no significant differences (1" = 0.05) for all but the
highest concentration. Attempts to increase the accuracy of
the determination at such a level, for instance by modeling
solely the non-linear pottion of the curve (5.0-22.0 pgl '),
did not render better results, Therelore, and in spite of the
apparenlly goodness-ol-0it of e second-order polynomial
thigh r7), this method was found partially inadequate for
the case of study. Other authors have long reporied on prob-
lems associated with the accuracy of the determinations
in the non-lincar portion of the calibration curves [4], yet
secand-order polynomials have still been successfully used

135). Finally, the determination of cadimium in the reference
material was conducted by means of the model pencrated
by the ANN. Contrarily to the previous case, no statistical
differences (* = 0.05) were found between the expected
concentrations and those oblained by the proposed method
at all levels (sce Table 2).

The resulis presented bere indicate that the working cali-
bration range can be extended by means of an ANN, without
=acrificing either accuracy or precision. For the specific case
of cadmium, a ncarly six fold increase could be achieved.
The high sensitivity of the measurements is still preserved
at the linear portion of the calibration graphs. The laner
permils the determination of cadmium at both low (linear
portion) and moderately-high (non-linear portion) concen-
trations with the same calibration curve, This is nol possi-
ble with some methods which reson to decreasing the sen-
silivily of the measurements for increasing the LDR, thus
allowing only the delermination of clements at high concen-
trationg [5.9]. Another advantage of modeling by ANNs is,
in gencral, the fact that no a prioni knowledge of the sys-
tem ig required (“sofl™ modeling), as it is when modeling
by conventionsl mathematical methods (“hard™ modeling).

It is important 1o highlight that, just like the cocilicients
of the second-order polynomial, the neuron’s weights do
not have any physical meaning, Furthermore, while an ANN
can model almost any system, il is not possible 1o translate
such a model imo a mathematical expression, particularly
for large networks. This is in fact one of the major criti-
cisms to ANNs, i.e. their “black box™ character. However,
we reiterate that such models could be used for practical
purposes, ¢g. for routine analysis, as long as they provide
resulls that could be proved to be accurate, while having an
acceplable degree of precision. Modeling calibration curves
by means of ANNs could be an altemative in multiclemen-
tal (simultancous) GFAAS, wherein selection of the dilution
factor for the determination of vanous analytes in a single
sample is more crilical than in other multiclemental tech-
niques, ¢.g. ICP-OFS, TXRFS, cte. duc to the intrinsically
shorter lincar range.

6. Conclusions

An ANN was successlully used for modeling the calibra-
tion graph and increasing the working range for cadmium in
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LIFAAS. An interesting aspect is thal, contrary lo some in-
strumental methods hitherto developed, the ANN approach
allows retaining the high sensitivity of the measurements al
the lincar portion of the curve. This aspect may be of impor-
tance in those cazes where the analyle concentration varies
in such a way that high sensitivity is still required for some
samples, yet dilution may be needed for some others. Mod-
cling by ANNs may represent an allemative in multiclemen-
tal (simultancous) GFAAS, as a means of coping with the
shorter lincar range of the technique and the compromise
dilution conditions required for multiclemental analysis ina
single sample,
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Abstract

A simple, Fast. and refiable method was developed for the determination of cadniium in urine specimens by graphite fumace atomic absorption
spectrometry (GEAAS). The method involved dilation (1:1) of the specimens with a 4.0% HNO,, direet injection of a 10 aliquot of the
comesponding solution into a kot transversely-heated graphite atomizer (110 C), and application of a fast atomization program (42 5) in which
the ennventional dry-pytolysis sequence was substituled by a high-lemperature (300 °C) drying step. The effect of the injoction temperature
(AL injection raie (13, pyrolysis” ramp (C) and hold (D) times over the analyte’s integrated absorhance, peak.shape and repeatability off
L menis was evahated by means of a 2! frctional factorial design. All those individual varobles, as well as their first-order
ntceactions (AT-. AC. and AT type intoractions) were lound o cxen a stateetically significant effsct (P = 0.05). The lack of a chemical
mwnlificr other than the nitrm scrd el benefited the overall methodology by alkeaing bea-ienperature stomization {12007 C), enhanced
ateenise and background sipnale scparation, and reduced blink values. A detection limil (15, 0 = 20) of 006 g | ' Cd, comesponding
w0 12pgl ' Cd in ihe wrine specineen, and a charscieristic mass of 1. 78 ppb044s mcuﬂ:n:d under the optimised conditions. The
stamdard calibration technique (SCT) was wsed (o quantitation. The succesclul deer af jum i Seronommn™ Trace Elements
Urine [atch Ko 115 (Nyonmed Pharma AS) and in four urine specimens rom voluntoer dosore (recoveries 91,3 103.4%) atiesied to the

rohasiness of the proposed method.
&% N3 Pablichod by Blecvier Y

Aevwnnds Cadmibum: Urne, Ciraphite fumace alomic abaorplion spectmactry (GFEAAS), Fast slomiration pogrames; Fractional (eional designs

I. Introduction

Cadiminm is a togie element with i known benelicial role
in the metabolism of living organizms. The element necurs in
relatively low eoncentrations in nature | 1], but anthropagenic
activilies have contributed to increase its concentration in the
environment. Mining, #ine refining, plastic manufactmning,
production and application of phosphate-conlaining Fertiliz-
ers, ¢lc., are among the most imporant sources of cadmivm
contamination | 1,2]. On the other hand, smoking, ingestion
of cenain types of foods, particularly legumes, rice, elc.,
and exposure to cadmium dust and cadmium.containing pig-
ments, arc amongsl the principal ways through which this
ekement can be incorporaled inlo the human body |1 4.
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;4 58.274. 2400 286, :
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Regular monitoring of cadimium concentrations in either en-
vironmental or biological/clinical specimens therefore plays
animportant part in, among other things, identifying possible
sources of contamination/intoxication, a3 well as in prevent-
ing, through early detection, the onsel of cadmium-related
illnesses in individuals working in exposed environments,
The determination of cadmium in blood and urine are
the most important toxicodynamic tests [1]. The former
gives an indication of recent exposure, whercas the lat-
ter provides information on body burden, as long as the
kidneys™ funclions have not boen imeparably hampered by
the toxic [1]. The low concentrations of this element in the
alorementioned Muids demand a tochnigue with high sensi-
tivily. Flectrothermal (graphite furmace) atomic absorplion
spectromelry (GFAAS) is usually the method of choice,
and numcrous reports teslify 1o this observation |5 20).
However, the technigue is not exempt from interferences,
particularly in the determination of cadmium in urine spec-
imens. Low analyle concentrations, elevated concentrations
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ol certain concomilants (mainly NaCl), and reduced max-
imum achicvable pyrolysis temperatures, the latter even in
the presence ol chemical modifiers, all combine 1o hinder
the applicability of GFAAS 1o this particular task.

I meddition e the specilic problems associated with de-
termination of cadmium in urine by GFAAS, this technique
also suffers from a more gencral problem, viz. long analysis
times (2 3 min per measurement) |21]. The later is detri-
mental in the case of those laboratories conducting routine
analyses, nol only because it reduces analysis throughput,
but also because it increases gencral costs. The most ex-
pedient way for coping with such a difliculty has been the
development of simplilicd (lasler) atomization prograns in
which the sicps that usually constitute the programs are ¢i-
ther skipped or optimized [22,23]. The implementation of the
abave approach to the determination of cadmium by GFAAS
has been, however, rather limited [10,11,13,15,17.19).

The aim of the present work was the development of a
fast atomization program for the determination of cadmivm
in urine specimens by GFAAS, using a transversally-heated
graphite stomizer (THGA) and only nitric acid as chemical
nualilier. It will be shown that the apparently problemalic
lowy thermal stability of cadmium in the absence of com-
mioily used chemical modifiers, ez, palladivm, smmonivm
phosphate, ele., ean be in fact lumed into an advantage,
thanks in part to the performance of that atomizer, in order
tw lackle this seemingly dilficull determination.

1. Experimental
21 Equipments and aocessories

A Perkin-Elmer atomic absorption spectrometer, model
4100 ZL, equipped with a transversely-heated clectrother-
mal atomization unit, a longitudinal Zeeman-efect back-
ground correetion system, and a model AS-T1 autosampler,
was used throughoul. Transversely-heated graphile atomiz-
ers with integrated platforms were used afler proper con-
ditioning according o the manufacturer’s recommendation
[24]. A cadmium hollow-cathode lamp (Varian), operated
al 6mA, was used at the 228 8nm Cd line, All other con-
ditions were as recommended by the manufacturcr of the
spectrometer unless otherwise stated.

2.2, Reagents and materials

Cd metal powder (MERCK, pro analysis) was employed
for preparation of the analyle’s stock solution, Concentrated
nitric acid (Alfa Acsar, 99.999%, melals basis) was used for
stabilization/preparation of standards and specimens, Dis-
tilled, de-ionized water (DDW) (Milipore, 18 Mi2em "),
served for dilution purposes. All plastic- and glassware were
cleaned by soaking them in a 10% HNO; solution for at least
12h. They were thoroughly rinsed with DDW and allowed
to dry protected from air contamination prior 1o their usage.

2.3, Specimens

The reference material Scronorm™  Trace Elements
Urine Batch Mo, 115 (Mycomed Pharma AS), with a recom-
mended cadmium concentration of 3.8 pg1~! [25], was em-
ployed for assessment of the accuracy of the method, Spot
specimens from volunteer donors with no known physical
affections were collected in previously cleancd, 30ml uni-
versal eontainers, The specimens were acidified 1o pH < 2
wilh nitric acid upon receipt. They were stored at 4°C until
analysis, the latter normally been carried out within 5 days.

3. Procedure
X1, Preparation af werking and specimen solutions

Cadmium standards were prepared from a laboratory-made
stock solution (1000mg] ' Cd in 1.0% HNO;) by proper
dilutions with 4.0 % HNO;. Urine specimens were diluted
(1:1} directly in the autosampler vials. Five hundred mi-
croliters of an 8.0% HNOisolution followed by the same
vilume ol the specimen were dispensed into the vial, and
the micropipeile was pumped several times inside the lig-
wid to promote through homogenization. The Seronorm ™
Trace Elemenis Urine Batch Mo. 115 reference material
(Mycomed Pharma AS) was reconstituted according to the
manufaciurer’s instruclions [25], and prepared for analysis
in the same fashion as the specimens.

1.2 Determination of cadnium by GFAAS
Ten microliters of the standard’specimen solutions were

injected into a pre-heated THGA and subjected to the cor-
responding atomization program shown in Table 1. The

Tahle |

Alomazation programs’

Siep Temperahure (") Ramgp (3} Hodd (3)

(3) Comentional peopram®
Dry 1o 1 0
ey 130 10 30
Pymolysis 1y L] 20
Coal-dawn 0 I §
Abeni Fation 1200 0 4 (Read)
Clean 2500 1

{h) Fau progran®
Iy 300 [1] 0
Ciosod-dhovwmy 50 1 5
Afomization 1200 0 4 (Readd)
Clean 25000 I 1

* Argon Mow 250 mimin ' except during the atomd zsation step (gas-slop
mawle), Pascline offsct comection: 4 5.

® Injeetion temperature: 60°C; injection rate: | 00%; and program time:
1055

€ Ingection temperature: | 10°C; injoction rate: 60%; and program time:
425
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temiperatures reporfed hercin correspond 1o nominal val-
ucs given by the soflware controlling the spectrometer. A
pre-atomization cool-down step was included for better
establishment of the baseline offset cormection. Integrated
ahsorbance (4;) values were used excluavely for guantili-
eatinn, although the peak-heighVpeak-area ratios (Ay/4;)
were also employed for oplimization purposes. The values
given in this work represent the average of at least three
measurements.

4. Results and discussions

4 1. Evaluation of alemizer s and specimen s preparation
romdilions

A siudy was conducted on the clectrothennal atom-
ization behavior of cadmium in an agqueous standard and
in a pooled urine specimen, prioe (o the development of
the fast alomization program. With this aim a conven-
tinnal  atomization program, comprised of the commaon
dry-pyrolysis-atomization-clean stages. was used. The con-
ditions (ramp and hold times) for cach of the program
siages were chosen on the basis of previous expericnces,

421

Pyrolysis and atomizalion curves were oblained for ¢ach
of the aforementioned solutions. Maximum pyrolysis tem-
peratures were similar irrespective of the matrix composi-
tion, ca. 300 400 °C. The atomization curves showed the
expected trend for a diffusion-controlled removal of the an-
alyte from the atomizer. Although the maximum sensitivity
of the measuremenis was observed al the lowest alomization
temperature studied (1100 °C), the latter also entailed broad
peaks that required long integration/atomization times, Nar-
rower peaks were observed at higher atomization temper-
atures, with a nitant reduction in itivity, and an
important increment in the background absorption signal (in
the case of the urine specimen), as evidenced in Fig. 1. The
latter is ascribed to the fact that a higher amount of the ma-
trix, mainly WaCl, is co-vaporized along with the analyle as
the alomization lemperature approaches the melting point of
this salt.

An important aspect in developing a robust GFAAS
method is usually the selection of an appropriate chemi-
cal madifier. Despite the clear advantages brought about
by their use, it has also been recognized that they can
be the source of additional problems. High blank values,
increased background absorption, reduction of the sensi-
tivity of the measurements (overstabilization), reduction of

oo
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Fig. 1, Effoct of the atemiration

Time (3)

on the atomec (solid lines) and backgroand (dashed lines) profiles for a pooled wrine specimen spied with

002 ng Cd (a) 12007 C; (b 1900 "C; fe) 100" C; (d) 16007, The amows dhow 3 small overcompensation of the siomie signal,
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atomizer’s lifetimes, and clevated cosls, are among them
|26:). Based on the latter remarks, nitric acid was cho-
sen as both diluent solution and chemical modifier, This
reagent is known (o cxert both a swbilization effect on
the analyte, through formation of oxide species, and a
de-stabilization efTeet on the chloride-containing offend-
ing matrix compounds, by formation of volatile hydrogen
chloride. Also, its corrosive effects on the atomizer are
less pronounced than those of other reagents. Finally it
can be acquired in a very pure presentation which benelils
e analytical performoance, i. o, the method's detection
limit.

The effeet of nitric acid (0 4.0%, v/v) on the background
absorplion signal of a wrine specimen was recorded along
wilh the effect of the pyrolysis temperature (200 450 °C).
As shown in Fip. 2, a reduction of the background signal
is achieved as the pyrolysis temperature is varied between
250 and 450°C, The effcct of the nitric acid was less pro-
nounced than expected. The selection of the linal (conven-
tional) atomization condilions was based on the ollowing.
Umn the one hand, the pyrolysis temperature cannol be higher
than 3" C lor losses of the analyte will take place. On the
other hand, as the composition of the urine matrix is known
to vary from individual to individual, and even lor the same
itlividual along the day, it was deemed safer to use a 4.0%
MM, solution as both diluent and chemical maodifier, The
atomization program resulting from these essays is summa-
rized on Table I{a). Note that in lnoking for mild wmpera-
ture conditions a considerably long (105 5) program resulted.
The knowledge gained in the preceding experiments was
furlher taken into aceount in improving the performance of
the method.

4.2 Develupment of o fas! afomization program

The conventional atomization program  shown in
Tahle Ia) has one major drawback: il is time consuming.

n!-

mi

[i1]
1a

nn 0 o (o)
Am

Background Integrated \bsorbance (3]

Pyralysh Temperature (")

Fig. 2. FElleat of the pymlysis temperature and nitric acid concentration
rn the hackground integrated abeochance Tor a pooled urine specimen.

Therefore, ensuing altempls were directed towards shorten-
ing the program time. An additional improvement could be
achieved il the aulosampler dispensing time could also be
reduced, but this is usually not possible in most commercial
spectrometers. [t must be noted though, that reducing the
aliquot volume and the number of solutions been dispensed
into the graphite furnace is a simple, yet cffective way of
minimizing the autosampler injection time.

Substituting the time consuming dry-pyrolysis sequence
in Tahle 1{a) with a single, high-temperature drying stage is
the logic approach to reducing the overall program time. Five
variables could be optimized to achieve this goal, namely,
the injection temperature (A), injection rate (B), as well as
the ramp time (C), hold time (D) and temperature (E) of
the pymlysis step. This last factor was nonctheless fixed
al its highest permissible value (3007C) for previous ex-
periences had shown that this was mandatory in avoiding
matrix-related interferences. Each one of the variables was
assigned a minimum {(—) and a maximum (+) valee, as
summarized in Table 2. Evaluating the effect of these fac-
tors was conducted by means of a 2% fractional factorial
desipn. This design was chosen for a reduced number of
cxperiments were required (24, taking into account three
replicate measurements per run). The level of the fourth
factor was delermined by the design generator [ = ABC,
i. €, the result of the multiplication of the signs of the
first three factors. The integrated absorbance (sensitivity),
the peak-heighl:peak-arca ratio (peak-shape) and the relative
standard deviation (repeatability) were evaluated as response
functions. Other variables could have been selected instead,
such as the signal-to-background ratio [27], bul we chose
the previous ones for they are easily and directly acquired
from the spectrometer’s control sofitware (peak-height and
peak-area), and lurther mathematical processing is minimal
127].

A statistical evaluation of the results obtained with the
fractional lectorial design revealed that all the main factors,
as well as the first-order interactions of the type AB, AC,
and AD, exerted a signilicant effect on the response func-
tiong (" < 0.05), Nevertheless, different combinations of
factors resulted in similar response functions” values, al-
though they were slightly better for the combination of fac-
tors shown in Table 2. The alomization program could be

Tahle 2

Factor and levels used in the 7 fmetional factorial design?

Closthe Factor Lewvel
Minisann Mlanimary
[ +)

A Injection temperatwre, Tig (O3 W 1ot

i Injection rate, ry (%) [y o

C Deying ramp lime, ray (2) iy 15

] Dirying hold time, fyy (3) 0] il

* Best combination of levels as used in the definitive fast slomization
program  Table 1)
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further shortened by reducing the cleaning time from 3 1o
I 5. The background absorplion remained at the same level
as that obscrved when using a longer cleaning stage for a
pooled wring specimen. The fast program in Table 1(b) is
over a minute shorler than ils conventional eounterpart, thus
contributing to a three-fold reduction in the analysis time
and, as an obvious conscquence, a likewise increase in the
analyses throughput,

4.3 Analvtical performance

A linal study was conducied so as to cstablish the perfor-
mance of the fast alomization program, viz. a comparison of
the slopes of the standard calibration technigue (SCT) and
the analyte addition technique (AAT) with both the conven-
tiomal and the fast programs. As evidenced in Fig. 3, similar
slopes were oblained in all cases, Although the dilference
hetween the slopes of the techniques with the conventional
program is slightly more marked, it did not reach 10%. The
latier may be acceptable provided that a small degree of error
is inlerable by the analyst | 28]. In the case of the fast atom-
ization program the difference between the ¢ i
slopes is less pronounced (< 5%), and so will be the azso.
ciated error, The standard calibration technique can thus be
* used for quantitation purposes, with higher accuracy, when
the fast atomization program is implemented.

The analytical figures of meril obtained with the fast at-
omization program are as follows. The detection limit {3s,
n = 20) under the optimized conditions was 0.06 ugl ',
corre: ingto0.12 pgl ' inthe undiluted specimen, This
vallue is similar to those reporied for more complex atom-
iration programs. Increasing the baseline offsel comection
from the default value (22) 1o 4 = contributed 1o a 1.7-fold
reduction in the LOD, An important improvement in this fig-
ure could additionally be achicved by instrumental means,
namely, with the use of a high-energy line source (elec-

anventinnal AP Fast AP
nm- O N T TErITrrrrrr T T YT
. rnies (-
000 -
T
anis -
[
&
g'nnlrw
ans
Ll Li L T T
ST AN LN AAT
Techmique

Fig. Y Comparicon of the dopes of the standwd calibration tochndgue
ISCT) and the analyie additions techaigue (AAT) For the determination
of cadmium by GFAAS with the comentional and the fast stomization
rmgrams. Dotted lines represent the 5 and 1096 lower tolerance limits.

Thhie 3
Resubts for the determanstion of cadmium in a reference matenial and
“real™ wrine speciment

Specimen Cd conceniration® (gl ') Recovery® (%)
Reference material® 160 & 008 134
Urine | 020 & 0.4 95.2
Urimee 2 0.6 4 0.04 9Ll
Urine ¥ .66 4 0.02 0.6
Urine 4 206 & 0.06 0.5

* Values correspond to the average + slandand deviation of five mea-
aurements.

* Recoveries were assedted afler spiking the oniginal specimen with
0.02 ng Od

© The recommended concentration is 3.8ppl-" Cd

trodeless discharge lamp), end-capped THGAs and modi-
lied graphite cones [18,29). These accessorics were unfor-
tunately not available by the time this work was in progress,
The characteristic mass (mg/pg 0.0044 5), calculated from
the slope of the standard calibration technique, was esti-
maled in 1.78 pg. which is in close agreement with the value
reporied by the manufacturer [24). The repeatability of the
measurements was 5.9 and 4.0 % R.S.D. at the 0.5 and
1L.0pgl ' level, respoctively.

The method was applied to the determination of eadmium
in the reference material Seronorm ™ Trace Elements Urine
(Batch 115) and in four specimens from volunieer donors,
Tahle 3 summarizes the results of the corresponding deter-
minations, as well as the recovery sludies. No significant
dilTerences (I’ = 0.05) were observed between the result ob-
tained and the recommended value in the first case; whereas
good recoveries (91.3-101.5%) were altained in the analysis
of the real specimens.,

Finally, it is important to highlight that fasier atomization
programs, lasting 168 [11], 215 [10] and cven 325 [15),
have been developed so far. However, it is also truc that
the analyte addition technique had to be frequently used for
quantitation in most fast atomization methods [10,11,19],
due 1o residual matrix interferences. The latter may be as-
cribed to some of them using conditions that signilicantly
devialed from the STPF concept [10.11], viz. wall atomiza-
tion, ramped alomization, peak-height measurements, ¢te. In
our case, the design of the THGA greatly contributed to the
robusiness of the method hereby proposed [15]. Therefore,
while the cycle time was somewhat longer than in the cases
mentioned above, the overall method iz simpler—both in
terms of specimen preparation [17] and atomization condi-
tions [13] -as well ag reliable, and may be more appealing
for routine analysis,

5. Conclusions
A simple and rapid method was developed for the deter-

mination of cadmium in uring specimens by GFAAS, which
involved 1:1 specimen dilution with nitric acid (4.0%), direct
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injection into a pre-heated (1107°C) transversely-healed
graphite atomizer, a fast atomization program with a
high-temperature drying step and no pyrolysis, and quan-
lilation against aqueous standards. The absence of chem-
ical modificrs other than nitric acid helped in achieving
low-temperature atomization, with a concomitant separation
of the atomic and background signals, and a detection limit
comparable to those reported for more complicated heating
programs developed so far,
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