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Prefacio.  
Como científicos, los químicos analíticos tienen como misión la búsqueda y 

consecución de respuestas a una serie de preguntas básicas que surgen de la 

observación del mundo natural o que son presentadas por otras personas que 

necesitan de su ayuda para la resolución de un problema dado. Usualmente nos 

preguntamos:  

 

• ¿Qué...  

concentración de este elemento se halla presente en ... ?  

cantidad se debe añadir para ... ?  

concentración puede causar efectos tóxicos en los individuos ... ?  

 

• ¿Cuál(es) ...  
elementos forman parte de la aleación ... ?  

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

 

 

Estás preguntas hacen clara alusión a lo que conocemos como análisis 

cualitativo y cuantitativo, respectivamente. Sin embargo, la misión va más allá de 

lo expuesto anteriormente. En efecto, la definición de los deberes del Químico 

Analítico que provee la División de Química Analítica de la Sociedad Americana de 

Química nos dice que [1]:  

“Los químicos analíticos trabajan para mejorar la confiabilidad de las 

técnicas existentes para satisfacer las demandas de mejores determinaciones 

químicas que surgen constantemente en nuestra sociedad. Ellos adaptan 

metodologías ya probadas a nuevos materiales, o responden nuevas preguntas 

acerca de la composición de estos últimos. También llevan a cabo investigación 

para descubrir principios de medición completamente nuevos, y se encuentran a la 

cabeza de la utilización de los descubrimientos más importantes (...) con fines 

prácticos. Los químicos analíticos hacen contribuciones importantes en campos 
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tan diversos como la química forense, la arqueología, y la ciencia espacial." (T. del 

A.).  

Claramente nos damos cuenta que, en ocasiones, es preciso preguntarse:  

• ¿Por qué ...  

desarrollar una nueva metodología para ... ?  

• y, ¿Cómo ...  

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

 

 

Esta "necesidad" de formular nuevas preguntas y la búsqueda de 

respuestas ha llevado al químico analítico a salir del aislamiento del laboratorio y a 

la exploración de nuevas fronteras, llegando inclusive a ser un pilar fundamental 

en áreas del saber que no habría imaginado algunas décadas atrás. Una muestra 

de lo anterior puede ser apreciada en el artículo de E. Zubritsky titulado "How 

analytical chemists saved the Human Genome Project... or al least gave it a 

helping hand”11 [2].  

 

Independientemente del fin último de un proyecto -entiéndase de la dupla 

Pregunta/Respuesta- el químico analítico debe llevar a cabo su búsqueda 

empleando para ello el Método Analítico. Explicar con detalle cada una de las 

etapas que lo constituyen va más allá del propósito de este trabajo. El lector 

interesado puede consultar las referencias 3-5 para una discusión más detallada 

de las mismas. En este caso nos conformaremos con mencionar, brevemente, que 

el Método Analítico esta conformado por las siguientes etapas:  

 

1. Muestreo.  

 2. Conservación y almacenamiento de la muestra.  

 

                                                 
1 "Cómo los químicos analíticos salvaron el Proyecto del Genoma Humano... o al menos ayudaron." 
(T. del A.). 
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Dilución.  

Tratamiento.   Digestión.  

3. Preparación de la muestra.     Extracción, etc.  

Separación analito/interferente(s).  

 

Selección de la técnica de análisis.  

4. Análisis de la muestra.   Selección de las condiciones de análisis.  

Empleo de la técnica adecuada de calibración.  

Verificación de la exactitud del análisis.  

5. Análisis de los resultados.  

El presente Trabajo de Grado, tal y como lo sugiere su título, gira en torno a 

la implementación del Método Analítico en la resolución 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 está enfocada al desarrollo de metodologías analíticas previas a la etapa 

de cuantificación de la especie de interés. En este sentido, el Capítulo 1 está 

dedicado a la evaluación de una alternativa para la preparación de especímenes22 

de suero sanguíneo para la posterior determinación de selenio por espectroscopía 

de absorción atómica con horno de grafito. El Capítulo 3 describe una metodología 

para la medición en un menor tiempo de la concentración de cadmio en 

especímenes de orina, empleando para ello programas rápidos de atomización. 

Aun cuando este capítulo puede ser leído de manera independiente, se le sugiere 

al lector interesado que revise el Capítulo 2 previamente, el cual tiene como fin 

evaluar de manera crítica las propuestas existentes hasta el presente en relación a 

este tipo de programa de atomización.  

                                                 
2 Desde el punto de vista estadístico, una muestra se refiere a un grupo (de tamaño finito) de 
objetos tomados de una población dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fábrica de 
material de laboratorio. Cuando se habla de una porción 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 comúnmente, aunque de forma errónea, sin distinción (ver W. 
Horwitz, Pure & Appl. Chem. 62 (1990) 1193). 
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La Parte II agrupa las que se han considerado como las etapas posteriores 

a la cuantificación. El aspecto común que tienen los Capítulos 5 y 6, al mismo 

tiempo de ser la característica más interesante, es el empleo de una herramienta 

de computación inteligente conocida como la red neuronal artificial [6]. El Capítulo 

4 tiene como objetivo presentar al lector no avezado los fundamentos de estas 

herramientas. Los capítulos que siguen a continuación evalúan dos (2) de las 

capacidades más importantes de las redes neuronales. En este sentido, el 

modelado de una curva de calibración no lineal en GF AAS, con el objeto de 

aumentar el rango de trabajo, es presentado en el Capítulo 5. Por otra parte, en el 

Capítulo 6 se emplea una red neuronal artificial como herramienta de clasificación 

de muestras de Aguardiente de Cocuy fabricado clandestinamente, cuya 

procedencia se desea conocer con el propósito de estimular políticas de control de 

calidad. La Parte III simplemente agrupa los trabajos presentados a lo largo de 

esta Tesis, con el formato como fueron publicadas en revistas especializadas.  
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CAPITULO 1. Evaluación del hidróxido de amonio como diluyente para la 

preparación de especímenes de suero sanguíneo y la posterior determinación de 

selenio total mediante espectroscopía de absorción atómica con horno de grafito.  

 

1.1. Resumen.  
Se desarrolló un método para la determinación de selenio total en especímenes de 

suero sanguíneo mediante espectroscopía de absorción atómica con atomización 

electrotérmica. El mismo involucró la dilución del suero (1:5) empleando una 

solución de 1% NH4OH + 0.05% Triton X-100®, su introducción directa en un 

atomizador de grafito calentado transversal mente, y el empleo de un modificador 

químico mixto de paladio + nitrato de magnesio. La optimización de la temperatura 

de atomización y de la composición del modificador químico fue llevada a cabo 

simultáneamente mediante el uso de superficies de respuesta, con el objeto de 

minimizar los problemas asociados a la sobre-estabilización del analito. En base a 

ello se consideró una temperatura de atomización de 2100 °C y una masa del 

modificador de 10 µg Pd + 3 µg Mg(NO3)2 como un buen compromiso en términos 

de sensibilidad de las mediciones, perfil de la señal analítica y estabilidad térmica. 

Bajo dichas condiciones se obtuvo una masa característica de 48.8 µg y un límite 

de detección (3s) de 6.1 ng ml-1 Se, correspondiente a 30.5 ng ml-1 Se en el 

espécimen de suero si se toma en cuenta el factor de dilución. La calibración se 

condujo mediante la técnica de adición de estándares. La exactitud fue evaluada a 

través de la determinación de selenio total en el material estándar de referencia 

''Seronorm™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma AS). El 

método fue aplicado a la determinación de selenio total en una muestra de suero 

sanguíneo tomada de diez (10) voluntarios sin afecciones físicas conocidas. La 

concentración de selenio varió entre 78.6 y 147.2 ng ml-1, con un valor promedio 

de 113.6 ± 21.8 ng ml-1.  

                                                 
 Este trabajo fue presentado en el Seventh Rio Symposium on Atomic Spectroscopy 

(Florianópolis, Brasil, 2002), y publicado en el Número Especial de Spectrochimica Acta Part B 
dedicado a dicho evento [E. A. Hernández-Caraballo, M. Burguesa, J. L. Burguesa, Spectrochim. 
Acta Part B 57 (2002) 2159-2165]. 

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



1.2. Introducción.  
El selenio desempaña un rol importante en numerosas reacciones 

metabólicas 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 prevención del ataque celular por parte de peróxidos y radicales 

libres. La deficiencia de selenio es causal de las enfermedades Keshan y Kaschin-

Beck. La primera es una forma de cardiopatía, 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 

química original de las mismas afecta negativamente las funciones para las cuales 

están diseñadas [2]. Debido entonces a esta capacidad dual del selenio se hacen 

necesarias técnicas analíticas que permitan el monitoreo de la concentración de 

este elemento en especímenes de interés clínico, tales como tejidos y fluidos 

biológicos.  

La espectroscopía de absorción atómica con homo de grafito (GF AAS, que 

corresponde a las siglas del nombre en inglés) se destaca entre las variadas 

técnicas disponibles para el análisis de especímenes biológicos. Esto se 

desprende de su alta sensibilidad, bajo consumo de soluciones, mínimos 

requerimiento en lo que concierne a la preparación de los especímenes, y una alta 

robustez ante posibles interferencias ocasionadas por los componentes de la 

matriz [3]. Sin embargo, y a pesar de las ventajas intrínsecas de la técnica, la 

determinación de selenio todavía adolece de interferencias físico-químicas 

importantes, y en particular en especímenes biológicos como la orina, el suero 

sanguíneo, la sangre completa, etc. La experiencia acumulada durante varios 

años por grupos independientes en todo el mundo ha mostrado que, 

afortunadamente, dichos problemas pueden ser minimizados hasta cierto punto 

mediante la aplicación estricta del concepto STPF (Stabilized Temperature 

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

[4].  
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El selenio es removido del atomizador a bajas temperaturas de pirólisis (> 

200°C), bajo la forma de diversas especies moleculares cuyas naturalezas 

dependen de la composición de la atmósfera dentro del atomizador, del tipo de 

grafito del cual esté hecha la superficie de deposición, etc.[5-7]. En este sentido, la 

modificación química resulta mandatoria, con el objeto de incrementar la 

estabilidad térmica del analito y prevenir así dichas pérdidas. El níquel fue 

propuesto inicialmente por Ediger, cuando el término "modificador de matriz" fue 

acuñado originalmente [8]. Si bien fue empleado con mucha frecuencia en los 

años que le siguieron [9], se probó posteriormente que el comportamiento 

electrotérmico de las distintas especies de selenio varía significativamente en su 

presencia [10,11], a pesar de ser capaz de reducir algunas interferencias tan bien 

como otros modificadores químicos [12,13]. Aparte del níquel, 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 + ácido 

ascórbico [19], paladio coloidal [20], y otros metales del grupo del platino [13].  

Otra fuente importante de interferencias usualmente observadas en la 

determinación de selenio por GFAAS son las causadas por el hierro y por los 

fosfatos, los cuales son componentes regulares de los especímenes 

biológicas/ambientales. La estructura compleja de los espectros de dichos 

concomitantes es responsable de la sobre-compensación de la señal analítica, 

fenómeno este que es particularmente marcado cuando se emplean correctores 

de fondo de fuente contínua [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 aún fundamental la selección cuidadosa de las diversas condiciones 

analíticas e instrumentales para la determinación exacta y precisa de selenio por 

GF AAS. Becker-Ross et al. desarrollaron un corrector de fondo de fuente 

contínua que, acoplado a un detector de estado sólido, permite la obtención 

simultánea de toda la información espectral, tanto del analito como de las especies 

moleculares presentes en el atomizador [25]. El procesamiento matemático 
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posterior de dicha información permite la eliminación de las interferencias 

observadas usualmente en el análisis de orina. El sistema en cuestión, hasta 

donde alcanza el conocimiento de este autor, no se encuentra disponible 

comercialmente, por lo que los investigadores aún tienen que lidiar con los 

problemas mencionados de otras maneras.  

El propósito del presente trabajo es la evaluación del NH4OH como 

diluyente en la preparación de especímenes de suero sanguíneo para la posterior 

determinación de selenio total por GFAAS. El NH4OH será evaluado como 

diluyente, y su desempeño comparado con el del ácido nítrico, más comúnmente 

empleado con este fin. Adicionalmente se estudiará la aplicación del paladio y de 

la mezcla paladio + nitrato de magnesio como modificadores químicos. Se 

recurrirá a la generación de superficies de respuesta para la exploración rápida del 

efecto de las masas del modificador y de la temperatura de atomización sobre la 

sensibilidad de las mediciones y el perfil de la señal analítica. La exactitud del 

método se llevará a cabo mediante la determinación de selenio total en el material 

de referencia ''Seronorm™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma 

AS). Finalmente, se aplicará el método desarrollado para determinar la 

concentración de dicho elemento en suero de individuos sin ninguna afección 

física conocida. Es importante destacar que el presente trabajo no está diseñado 

con propósitos clínicos, sino más bien como la evaluación de un método 

alternativo de preparación del tipo de espécimen ya mencionado.  

 

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

Se utilizó un espectrómetro de absorción atómica marca Perkin-Elmer, 

modelo 4100ZL, equipado con una unidad de calentamiento electrotérmico, un 

sistema de corrección de fondo basado en el efecto Zeeman, y un auto-

muestreador modelo AS-71. Se emplearon atomizadores electrotérmicos 

calentados transversal mente, los cuales están provistos de plataformas de grafito 

integradas. Los mismos fueron acondicionados térmicamente previo a su uso, 
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siguiendo las instrucciones del fabricante [26]. Se usó una lámpara 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 empleó una centrífuga marca Clay Adamás, modelo DYNAC II, para la 

separación del suero de los especímenes de sangre completa. Un agitador tipo 

"vortex" marca Heindolph, modelo Reax 1, fue empleado para la homogeneización 

de las soluciones de trabajo. Se utilizaron micropipetas marca Socorex (volumen 

variable: 100-1000 µl) con puntas desechables de plástico (La Fontaine) para la 

preparación de las soluciones de trabajo.  

El procesamiento estadístico de los datos, así como la generación de las 

curvas 3D fueron llevados a cabo empleando Microsoft® EXCEL 2002 para 

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

 

1.3.2. Reactivos y materiales.  
Se empleó selenito de sodio (Aldrich, 99% pureza) en la preparación de los 

estándares de selenio. Se usó una solución patrón para absorción atómica de 

1000 µg ml-1 Pd (Acros Organics) para la preparación de la solución del 

modificador químico. Se utilizó ácido nítrico concentrado (Alfa Aesar, 99.999 %, 

metals basis), y solución concentrada de hidróxido de amonio (Prolabo 

Venezolana, pro análisis), para la preparación-estabilización de los patrones y de 

los especímenes de suero. Se usó Triton X-100® (Sigma) con el objeto de 

modificar la viscosidad natural de los especímenes de suero. La evaluación de la 

exactitud del método se llevó a cabo utilizando el material de referencia 

"Seronorrn™ Trace Elements Serum Batch 116" (Nycomed Pharma AS). En todos 

los casos se usó agua destilada y des-ionizada (Milipore), con una resistencia de 

18 MΩ cm-1, en la preparación de las soluciones correspondientes. Todo el 

material de plástico y/o vidrio empleado fue lavado por inmersión 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 contaminación 

aérea.  
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1.3.3. Muestreo.  
Se recogieron diez (10) especímenes de sangre completa entre voluntarios 

del laboratorio quienes no se encontraban bajo ninguna medicación ni sufrían 

desórdenes físicos conocidos. La sangre se tomó mediante punción en la vena del 

antebrazo derecho. Los especímenes fueron centrifugados por 20 minutos a 2300 

rpm, y el suero fue cuidadosamente removido con una micropipeta. La separación 

del suero de los eritrocitos en esta etapa debe ser llevada a cabo de manera 

cuidadosa, por cuanto es bien sabido que estos últimos' contienen una 

concentración significativa de selenio [27,28]. La ejecución inadecuada de este 

procedimiento puede conducir a la obtención de resultados erróneos (más 

elevados). Las fracciones de suero así recogidas fueron transferidas a tubos de 

ensayo con tapas, previamente lavados, y posteriormente refrigeradas a 4 °C 

hasta el momento de su análisis.  

 

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

Es importante mencionar que algunos especímenes biológicos, p.ej., la 

sangre completa, el suero sanguíneo, 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 

patógenos que pueden pasar a la atmósfera y ser aspirados por el analista al abrir 

los recipientes que las contienen [29]. Por esa razón, todos los especímenes de 

suero fueron manipulados en una campana de laboratorio. De esta forma también 

se contribuye a reducir la contaminación de los mismos, aun cuando cabe esperar 

que la misma no sea muy importante en este caso en particular [3].  

Se permitió que los especímenes alcanzaran la temperatura ambiental de 

manera natural antes de cualquier operación. Seguidamente, los mismos fueron 

homogeneizados en un mezclador tipo vortex por aproximadamente 30 s. Se 

diluyeron los especímenes de suero 1:5 directamente en los viales del 

automuestreador (V= 1 mI) con una solución de 1%v/v NH4OH + 0.05% W/v Triton 
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X-100®, ó 0.5%v/v HNO3 + 0.05%W/v Triton X-100®. La mezcla fue bombeada 

repetidamente con la misma micropipeta con el objeto de asegurar la 

homogenización total de la solución resultante. Las soluciones acuosas de selenio 

fueron preparadas mediante la dilución apropiada de una solución madre de 1000 

µg ml-1 Se, empleando los diluyentes mencionados previamente. La preparación 

de los patrones para la adición de estándares se realizó añadiendo 200 µI del 

espécimen de suero directamente en los viales del automuestreador, y 

completando el volumen final con 800 µI de uno de los diluyentes mencionados 

previamente conteniendo 10, 25 y 50 ng ml-1 Se. En todos los casos se dispensó 

el diluyente en primer lugar, seguido de la alíquota del espécimen 

correspondiente. El material de referencia ''Seronorrn™ Trace Elements Serum 

Batch 116" fue reconstituido siguiendo las instrucciones del fabricante [30], y 

preparado para su análisis de la misma manera que los especímenes "reales".  

 

1.4.2. Determinación de selenio mediante GFAAS.  
La determinación de selenio en los especímenes de suero se llevó a cabo 

empleando el programa de atomización que se muestra en la Tabla l. 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 espectrómetro. 

Alíquotas de las soluciones de trabajo (10 µl) fueron inyectadas en un atomizador 

pre-calentado a 60°C con el objeto de reducir la dispersión de sobre la superficie 

de deposición (plataforma de grafito), y aumentar así la repetibilidad de las 

mediciones. Con ese mismo propósito se posicionó 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 formación de burbujas durante la deposición de las mismas.  
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Tabla 1.1. Programa de atomización para la determinación de selenio por 

GFAAS.(a)  

Etapa Temp. (ºC) Rampa(s) Duración (s)

Inyección de la solución  

de modificador 
----- ----- ----- 

Secado 1  110 5 10 

Secado 2 130 10 20 

Reducción  1000 10 10 

Inyección de la solución  

de patrón/suero 
----- ----- ----- 

Secado 1  110 5 15 

Secado 2  130 10 20 

Pirólisis  1200 10 20 

Enfriamiento  50 1 5 

Atomización  2100 0 4 (Lectura)

Limpieza  2500 1 3 
(a) Temperatura de inyección: 60 °C; velocidad de inyección: 50 %; flujo del gas de purga: 250 mI 

min-1 en todas las etapas excepto durante la atomización (modo flujo interrumpido). 

  

 

Finalmente, se llevó a cabo la cuantificación de la concentración del analito 

mediante la técnica de adición de estándares, usando el área de la señal analítica 

(Ai) con dicho propósito. En algunos casos, sin embargo, se empleó la relación 

altura/área de la señal analítica (Ah/Ai) con algunos propósitos específicos que se 

discutirán en su debido momento. Los valores reportados a lo largo del trabajo 

corresponden al promedio de tres (3) a cinco (5) mediciones realizadas 

consecutivamente.  

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



1.5. Resultados y discusiones.  
1.5.1. Selección de las condiciones del programa de atomización y de la 
composición del modificador químico.  

Ensayos preliminares mostraron que la adición del modificador (Pd) junto 

con el patrón o el espécimen resultaba en una baja sensibilidad de las mediciones. 

Lo anterior se reflejaba en una masa característica mayor (ca. 70 pg) a la 

reportada en la literatura (45 pg) [26]. Posteriormente se encontró que el 

modificador está preparado en una solución de HCL al 5 %v/v. Es bien sabido que 

la generación de la forma activa del paladio (Pd metálico) puede verse disminuida 

en un medio contentivo de cloruro s [15]. Ello conduce a una reducción de su 

capacidad para estabilizar térmicamente al analito, con las consecuentes pérdidas 

por volatilización de este último. Por otra parte, también existe la posibilidad que, 

en el medio en cuestión, se promueva la volatilización del cloruro de selenio en las 

distintas etapas del programa de atomización [12,13,20]. El problema 

anteriormente mencionado fue resuelto mediante la inclusión de una etapa de 

reducción del modificador a 1000 °C previo a la introducción del patrón o del 

espécimen de forma de, al mismo tiempo, promover la formación del paladio 

metálico y aumentar su eficiencia, y eliminar al agente interferente (cloruro). Esta 

modificación del programa permitió la obtención de una masa característica 

cercana al valor esperado (48.8 pg).  

Usualmente, la selección de la temperatura de atomización y la 

composición del modificador químico (componentes y concentración) se lleva a 

cabo estudiando una de dichas variables a la vez, mientras se mantienen las otras 

fijas. En nuestra opinión, dicha aproximación no es la más adecuada, ya que no 

considera las relaciones intrínsecas que pueden existir entre las mismas. Tal es el 

caso, por ejemplo, de la masa de modificador y la temperatura de atomización. En 

este sentido, es bien sabido que el empleo de masas elevadas del modificador 

pueden conducir a la sobre-estabilización del analito si la energía provista por el 

atomizador (temperatura de atomización) es insuficiente para favorecer la 

atomización total del mismo [31].  
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En un intento por salvar el problema mencionado, se evaluó una 

aproximación basada en la variación simultánea de la temperatura de atomización 

(2000, 2100 y 2200 °C) y la masa del modificador químico (5, 10 y 15 µg), y la 

construcción 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 atomización que pudiesen ser integrados completamente 

durante la etapa de atomización (4 s), con una buena sensibilidad de las 

mediciones, al tiempo de proveer al analito de la estabilidad térmica necesaria 

para su determinación en los especímenes de suero.  

La Figura 1.1 muestra el efecto de la variación de dichas variables sobre la 

absorbancia integrada y sobre la relación Ah/Ai para un patrón acuoso de selenio 

(1.0 ng Se) y un espécimen de suero diluido 1:5, ambos en una solución de 1.0% 

NH4OH + 0.05% Triton X-100®. La relación Ah/Ai da una indicación del perfil de la 

señal analítica. A través del estudio de estas dos variables de respuesta (Ai y 

Ah/Ai), no sólo es posible lograr una buena sensibilidad, sino también un perfil 

analítico adecuado.  

En la Figura 1.1(a) se puede apreciar cómo varía la sensibilidad de las 

mediciones de selenio, en una solución acuosa, con respecto a la masa del 

modificador. A una temperatura de atomización fija no es posible apreciar 

variaciones significativas en dicha variable; sin embargo, los perfiles de 

atomización sí se ven afectados [ver Figura 1.1(a')], tomándose más anchos a 

medida que aumenta la masa del modificador. Al aumentar la temperatura de 

atomización de 2000 a 2200 °c se consigue mejorar el perfil de la señal, aunque a 

expensas de la sensibilidad, esto último debido a un incremento de las pérdidas 

del analito por difusión.  

Aumentar la masa de modificador en el rango de estudio, en el caso de la 

solución 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 analíticos. En base a las observaciones realizadas a partir de los 

gráficos 3D se escogieron una temperatura de atomización de 2100 °C y una 
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masa de modificador de 10 µg Pd como un buen compromiso entre la sensibilidad 

de las señales y el perfil de las mismas. Desde que fue propuesto por Schlemmer 

y Welz [32], la mezcla Pd + Mg(NO3)2 (el "modificador universal") ha ganado 

amplia aceptación como modificador químico. Por esta razón, resulta lógico su 

estudio dentro del marco del presente trabajo. El desempeño 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 

simultáneamente, y se obtuvieron las superficies de respuesta correspondientes 

(Figura 1.2) [33,34].  

Algunas diferencias en el comportamiento electrotérmico de selenio en el 

patrón acuoso y en la solución de suero pudieron ser observadas al incluir al 

nitrato de magnesio en la composición del modificador químico. En lo que 

concierne al patrón acuoso [ver Figura 1.2(a)], se alcanzó una sensibilidad máxima 

en presencia de 10 µg de Pd. Una masa menor (5 µg) podría no estar 

proporcionando la suficiente estabilidad térmica, por lo cual tendrían lugar 

pérdidas parciales del analito, efecto éste que traería como consecuencia una 

menor sensibilidad en las mediciones. Por otra parte, una masa mayor (15 µg) 

podría estar causando una sobre-estabilización del analito a la temperatura de 

atomización de trabajo (2100 °C). La mayor sensibilidad de las mediciones se 

obtuvo en presencia de 3 µg de Mg(NO3)2.  

Contrario a lo que ocurre con el patrón acuoso, en el caso del espécimen de 

suero resulta fundamental aumentar la masa de paladio para alcanzar la máxima 

sensibilidad. Más aún, lo anterior no conduce a una sobre-estabilización de la 

señal analítica como ocurrió en el caso de la solución acuosa. Lo dicho 

previamente puede ser explicado considerando que, en este caso, la acción del 

modificador se ve afectada negativamente, bien sea debido a que parte del mismo 

puede estar estabilizando térmicamente a otros elementos, o que la acción de 

aquel se ve minimizada por los otros componentes de la matriz. Una vez más, 

aunque  resulta  tentador  utilizar  masas  altas  de  modificador,  la  relación  Ah/A¡  

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



muestra que ello resulta en perfiles analíticos anchos [ver figuras 1.2( a') y 1.2(b')]. 

La adición de nitrato de magnesio no parece aportar ningún beneficio importante 

en términos de la sensibilidad de las mediciones. Sin embargo, los perfiles de 

atomización son ligeramente más estrechos en su presencia, y por lo tanto dicho 

componente fue incorporado en la composición final del modificador.  

Diversos investigadores han encontrado que el nitrato de magnesio juega 

un papel importante en la distribución y en la morfología de las partículas de 

paladio depositadas sobre la superficie de grafito (plataforma o pared) después de 

las etapas de secado y/o pirólisis [35,36]. De hecho, se cree que más que la masa 

del modificador, es el tamaño de partícula el que determina, en gran medida, el 

desempeño de éste [37,38]. Adicionalmente, aunque ciertamente relacionado con 

la observación anterior, el nitrato de magnesio contribuye a aumentar la exactitud 

de los análisis en el caso de algunos especímenes reales [15,33]. Basado en lo 

dicho previamente, se llevó a cabo un estudio adicional para determinar el efecto 

de la masa de Mg(NO3)2 (0-30 µg) sobre la determinación 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 señal analítica disminuye a medida que la 

concentración de nitrato de magnesio aumenta, es decir, que los perfiles se van 

achatando progresivamente ("sobre-estabilización"). Más aún, la absorbancia no 

específica aumenta linealmente con la masa de nitrato de magnesio, tal y como lo 

han reportado otros investigadores [39], aunque el fondo puede ser corregido 

fácilmente por el corrector basado en el efecto Zeeman. Lo anterior muestra que la 

adición de Mg(NO3)2 no parece traer consigo ningún beneficio importante, aparte 

de un efecto menor sobre los perfiles de atomización del selenio. En base a los 

resultados presentados a lo largo de esta sección se escogió definitivamente la 

mezcla de 10 µg Pd + 3 µg Mg(NO3)2 como modificador químico para los ensayos 

que siguen a continuación.  
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Finalmente, resulta conveniente destacar que la optimización de los 

programas de atomización 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 sección, representa una alternativa simple para dicho fin, una 

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

 

1.5.2. Determinación de la composición de la solución diluyente.  
El uso del NH4OH como diluyente fue descrito por Subramanian como una 

alternativa en la preparación de materiales biológicos para su análisis por técnicas 

espectroscópicas [44]. A pesar de que el mismo ha hallado cierta acogida en 

algunas metodologías basadas en espectroscopía de masas con plasma 
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inductivamente acoplado [45,46], no ha resultado así en el caso de GFAAS [47]. 

La Figura 1.4 muestra el efecto del aumento en la concentración de amoníaco 

(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 concentración de 7.5% NH4OH el blanco resultante es equivalente 

a 0.013 s, en tanto que para una solución de 1.0% NH4OH es de 

aproximadamente 0.002 s. Este último es comparable al que se obtiene con el 

ácido nítrico de más alta pureza disponible, y el más costoso, lo cual debería 

redundar positivamente en una reducción de los costos de análisis. Los estudios 

que siguen a continuación se llevaron a cabo empleando exclusivamente una 

solución de 1.0 % NH4OH.  

Cuando se emplea ácido nítrico (0.2-0.5%) como diluyente se observa un 

incremento en la sensibilidad de las mediciones, en tanto que la misma 

permanece prácticamente constante en el rango de concentraciones comprendido 

entre 0.5 y 6.0 %. Concentraciones de ácido superiores a ésta no fueron 

consideradas con el objeto de evitar el deterioro acelerado del atomizador. Es 

importante destacar que a concentraciones ≥ 1.0% HNO3 se obtenían soluciones 

"lechosas", y una eventual precipitación de las proteínas [20]. Dicho fenómeno 

afectaba de manera importante la repetibilidad de las mediciones. Por ejemplo, en 

tanto que ésta resultó aceptable para 0.5% HNO3 (DER= 3.5%), se tomó 

inaceptable a 3.0% HNO3 (RSD= 15.5%) y a 6.0% HNO3 (RSD= 24.0%). Lo 

anterior puede ser explicado tomando en cuanta que el selenio se encuentra 

principalmente (95%) unido a las proteínas [48]. Evidentemente, a medida que 

estos compuestos precipitan, disminuye la concentración del analito en el sobre-

nadante, y en consecuencia la masa del mismo que es realmente dispensada en 

el atomizador. Si los especímenes de suero son homogeneizados justo antes de 

que la alíquota correspondiente sea introducida en el atomizador, se observa un 

incremento del 10% en la sensibilidad de las mediciones (ver Figura 1.4).  
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La Figura 1.5 sirve para ilustrar aún más el efecto deletéreo que puede 

tener la adición de ácido nítrico sobre la estabilidad a largo plazo de la señal de 

selenio en un espécimen de suero sanguíneo. La precipitación de las proteínas 

que tiene lugar trae consigo una reducción subsecuente de la concentración del 

analito en el seno de la solución, situación que se refleja en la reducción 

progresiva de la sensibilidad de las mediciones. La homogeneización de los 

especímenes de suero y consecuente re-suspensión del material conduce a la 

recuperación de la señal prácticamente a su valor original. Muy por el contrario, la 

señal de selenio permanece constante (RSD= 2.7%) por al menos 11 medidas 

consecutivas cuando el suero sanguíneo es diluido en un medio amoniacal.  
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Sobre la base de los estudios hasta ahora conducidos se escogió una 

solución de 1.0% NH4OH + 0.05% Triton X-100® para la preparación de los 

especímenes de suero. Bajo estas condiciones se obtuvieron las curvas de 

pirólisis para un patrón acuosos y para un espécimen de suero diluido, en 

presencia del modificador químico mixto de Pd + Mg(NO3)2. Se encontró que en 

ambos casos se puede alcanzar una temperatura máxima de priólisis de 1300 °C 

sin pérdidas del analito. Se escogió, sin embargo, una temperatura de 1200 °C 

para tomar en cuenta las posibles variaciones que experimenta la resistencia del 
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atomizador a medida que envejece. El programa de atomización óptimo para la 

determinación de selenio en suero sanguíneo se presenta en la Tabla 1.1.  

 

1.5.3. Características analíticas de la metodología.  
La comparación de las pendientes de las curvas de calibración acuosa y la 

adición de estándares mostró 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 análisis de 

especímenes biológicos tales como orina, suero, etc. [49]. La razón yace en la 

dificultad de promover el mismo comportamiento electrotérmico de todas las 

especies de selenio (Se-2, Se+4 y Se+6) presentes en este tipo de especímenes. 

Debido a lo anterior, la cuantificación se llevó a cabo empleando la técnica de 

adición de estándares. El límite de detección (3s) fue de 6.1 ng ml-1 Se el cual, 

tomando en cuenta el factor de dilución, es equivalente a 30.5 ng ml-1 Se en el 

espécimen original. La determinación de selenio en el material de referencia 

"Seronorm™ Trace Elements Serum (Batch 116)" mediante el método aquí 

desarrollado arrojó un valor (98.6 ± 6.6 µg L-1 Se) que no difiere significativamente 

(p< 0.05) del valor recomendado (100 ± 6 µg L-1 Se) [30].  

 

 

1.5.4. Determinación de selenio en especímenes de suero sanguíneo.  
El método desarrollado fue empleado en la determinación de selenio en una 

muestra (n= 10) de suero sanguíneo tomada entre voluntarios (masculinos y 

femeninos, edades 25-40 años). La concentración del analito varió entre 78.6 y 

147.2 ng ml-1, con una media de 113.6 ± 21.8 ng ml-1. Estos valores son similares 

a los reportados por Burguera et al. para una muestra de una población del estado 

Mérida (87 - 115 ng ml-1) [50]. Una vez más es preciso señalar que el presente 

estudio no estuvo dirigido hacia su aplicación a nivel clínico, y de allí el pequeño 

número de especímenes analizados.  
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1 .6. Conclusiones  
Se evaluó un método para 1a determinación de selenio total en 

especímenes de suero sanguíneo mediante GFAAS. Dicho método involucró la 

dilución (1:5) de los mismos con una solución de 1.0% NH4OH + 0.05% Triton X-

100®, y su posterior introducción directamente en el atomizador. La optimización 

de las condiciones de análisis se realizó empleando superficies de respuesta. En 

este sentido, el modificador químico mixto 10 µg Pd + 3 µg Mg(NO3)2 y una 

temperatura de atomización de 2100 °C representaron el mejor compromiso entre 

la sensibilidad de las mediciones y los perfiles de atomización de la señal analítica.  

El uso de NH4OH como diluyente trajo consigo algunas ventajas. En primer 

lugar, el mismo no causa precipitación de las proteínas, como la haría el empleo 

de ácido nítrico por encima de ciertas concentraciones. Esto último puede ser una 

fuente de errores si el analito se encuentra unido a dichos compuestos, lo cual es 

usualmente el caso en especímenes biológicos. En segundo lugar, aunque de 

cualquier modo importante, el amoníaco es más económico que el ácido nítrico de 

alta pureza. Esto reduce, al menos hasta cierto punto, el costo de los análisis. 

Adicionalmente, los límites de detección no deberían ser afectados por el empleo 

de este reactivo, dado que los blancos que se obtienen con ambos reactivos son 

comparables.  
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Capítulo 2. Programas rápidos de atomización en espectroscopía de absorción 

atómica con atomización electrotérmica: Tutorial.  

 

2.1. Resumen.  
El propósito del presente trabajo es la discusión crítica de los programas 

rápidos de atomización usados en espectroscopía de absorción atómica con 

atomización electrotérmica. Se hace una revisión 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 

implementación de dichos programas. Se espera que el conocimiento de las 

formas a través de las cuales se puede reducir el ciclo de medición haga posible 

su implementación en el análisis rutinario mediante la mencionada técnica.  

 

2.2. Introducción.  
La espectroscopía de absorción atómica con atomización electrotérmica 

(GFAAS, por las siglas de su nombre en inglés) es una técnica ya establecida 

dentro del campo del análisis inorgánico a nivel de trazas. Dicha posición ha sido 

alcanzada gracias en parte al desarrollo e incorporación del Concepto STPF (que 

corresponden a las siglas del nombre en inglés: Stabilized Temperature Platform 

Furnace) [1], así como a las continuas mejoras que se han introducido a nivel de la 

óptica y la electrónica de los espectrómetros, así como en el diseño de los 

atomizadores [2,3].  

La técnica de GFAAS presenta claramente numerosas ventajas sobre otras 

técnicas espectroscópicas. Entre ellas se destacan: alta sensibilidad; bajo 

consumo de soluciones de trabajo (1- 100 µl); tolerancia a la introducción de 

solventes orgánicos; capacidad de análisis libre de interferencias; y excelente 

relación sensibilidad/costo. Sin embargo, es importante destacar también que la 

misma presenta algunas desventajas, a saber, capacidad de análisis mono-
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elemental (principalmente); rango dinámico lineal estrecho (1-2 órdenes de 

magnitud); y tiempos de análisis extensos (1-3 minutos por réplica) [4].  

El presente trabajo esta enfocado exclusivamente a la discusión de los 

medios empleados para reducir el tiempo requerido para completar un ciclo de 

atomizado, i.e., en el desarrollo y la aplicación de programas rápidos de 

atomización (PRA) en GFAAS. Hay que señalar que algunos intentos por reducir 

el tiempo de análisis a través de modificaciones en el diseño del atomizador fueron 

llevados a cabo por el grupo de investigación liderado por Dawson, a principios de 

la década de 1980 [5,6]. La discusión, sin embargo, se centrará únicamente en la 

aplicación de los PRA en equipos comercialmente disponibles.  

Halls [7], uno de los pioneros en el desarrollo y aplicación de los PRA, 

evaluó los avances llevados a cabo en dicha área en el periodo 1984-1994 [8]. 

Aún cuando su trabajo es ciertamente una fuente importante de información 

respecto a dicho periodo, el autor del presente trabajo considera que esta es un 

área que no ha sido debidamente explotada. La idea entonces es, no sólo hacer 

una discusión crítica de la literatura especializada, sino también motivar la 

investigación en un área de tanta importancia para los analistas que trabajan con 

GFAAS. Con este propósito, se revisan cada una de las etapas más comunes en 

un programa de atomización convencional, con el objetivo de evaluar la necesidad 

de su aplicación. En segundo lugar, se presentan los diferentes medios 

desarrollados hasta el presente para reducir el tiempo de análisis. 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 atomización.  
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2.3. Programas de atomización convencionales en GFAAS.  
Uno de los aspectos que diferencia a GFAAS de otras técnicas de análisis 

espectroscópico es que el material3 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 cuantificación del analito (atomización). Gracias a 

ello es posible eliminar los componentes de la matriz que pueden llegar a afectar 

negativamente el proceso de generación del vapor atómico, facilitando así, en el 

mejor de los casos, un análisis prácticamente libre de interferencias. Lo anterior, 

sin embargo, también contribuye a que el tiempo de análisis sea significativamente 

mayor que al utilizar otras técnicas tales como la espectroscopía de absorción 

atómica con atomización en llama, o la espectroscopía de emisión óptica con 

plasma inductivamente acoplado, entre otras.  

La Figura 1 muestra esquemáticamente las etapas que suelen constituir un 

programa de atomización convencional, de acuerdo a las recomendaciones de 

uno de los principales fabricantes de espectrómetros de atomización 

electrotérmica [9,10]. La función de las mismas se discute a continuación. Más 

adelante se verá que algunas de las consideraciones que se presentan a 

continuación pueden ser "violadas" sin afectar grandemente la calidad de los 

análisis.  

• Secado. Comúnmente la evaporación del solvente se lleva a cabo de forma 

gradual, a través de dos etapas cuyas temperaturas se fijan cercanas al punto de 

ebullición de aquel, con la intención de evitar que las alícuotas depositadas se 

"desparramen" dentro del atomizador. Cuando esto último ocurre es posible 

observar señales atómicas con múltiples picos o muy "ruidosas" [9], lo cual puede 

traducirse en el detrimento en la calidad del análisis.  

• Pirólisis. El propósito de esta etapa es la de remover los concomitantes de la 

matriz de manera de favorecer la generación del vapor atómico en una etapa 

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

                                                 
3 Este término se seleccionó porque es posible la introducción de líquidos, suspensiones o sólidos 
directamente en el atomizador. 
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cuales garanticen la vaporización de aquellos compuestos que puedan representar 

algún tipo de interferencia durante la atomización del analito. El empleo de 

modificadores químicos4; puede contribuir en este respecto [11], particularmente 

en el caso de analitos volátiles y semi-volátiles, y/o en la presencia de 

concomitantes que puedan aumentar la volatilidad de la especie de interés.  

• Enfriamiento previo a la atomización. Este proceso es particularmente útil en 

conjunto con el empleo de la plataforma de L'vov [12,13]. La razón es que la 

atomización del analito ocurre en un ambiente termodinámicamente más favorable 

cuando la diferencia de temperaturas entre la etapa de atomización y la etapa que 

la antecede es superior a 1000 °C [14]. El empleo de dicha etapa puede traducirse 
                                                 
4 Un modificador químico es una substancia que. usualmente se añade en exceso con respecto al 
analito, con el propósito de favorecer la generación del vapor atómico de esta última especie. 
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en una mejor sensibilidad de las mediciones y/o en una reducción en la ocurrencia 

de interferencias. Este "efecto plataforma", es particularmente efectivo en el caso 

de los elementos volátiles [15], y de aquellos cuya eficiencia de atomización 

depende de la temperatura (p. ej. P, Ba) [16,17]. Aunque dicho efecto es más 

pronunciado cuando se emplean atomizadores de calentamiento longitudinal [10], 

también es posible apreciarlo en atomizadores de calentados transversalmente 

[18-20].  

• Atomización. Como su nombre lo indica, es en este estadío en el que se genera 

el vapor atómico del analito. La duración de esta etapa representa sólo una 

fracción del tiempo total del programa, entre los 3 y los 10 s, aproximadamente, 

dependiendo de la naturaleza del elemento de interés. 

• Limpieza. La función 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 características refractarias, puede ser necesario aumentar el 

tiempo y/o el número de etapas destinadas a este fin [21,22].  

• Enfriamiento. Finalmente, la temperatura del atomizador es reducida 

rápidamente con el propósito de dispensar la siguiente solución, e iniciar el 

próximo ciclo de atomización. Esto es particularmente importante cuando la 

plataforma de L'vov se encuentra insertada en el atomizador, debido a que ella se 

enfría mucho más lentamente que este último, y por lo tanto requiere de un tiempo 

mayor para alcanzar una temperatura adecuada para la deposición de la siguiente 

alícuota [16].  

Es posible añadir más etapas con algunos propósitos específicos, p. ej., 

varias etapas de pirólisis 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 químico [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 pirólisis son las 
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etapas que consumen la mayor cantidad de tiempo del programa y, por lo tanto, 

son las que hay que evaluar con más cuidado para reducir el tiempo de análisis. 

Lo anterior es evidente si se compara en la Figura 1 el programa de calentamiento 

convencional con su contraparte rápida. Obsérvese que este último, que en dicha 

Figura consta de una etapa de secado, una de atomización y una de limpieza, 

toma sólo una fracción del tiempo (ca. 1/3) que el programa convencional.  

 

2.4. Programas rápidos de atomización.  
El criterio utilizado en el presente trabajo para la selección de los programas 

rápidos de atomización 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 introducción de las soluciones en el 

atomizador, ya que, en la mayoría de los casos, los autores no reportan dicho 

valor o, en otros pocos, la introducción se lleva a cabo manualmente con la ayuda 

de micropipetas. Los problemas asociados a la inyección de soluciones en el 

atomizador, y su efecto sobre el tiempo de análisis, ya fueron tratados 

previamente por Halls [8], por lo que su discusión se considera innecesaria. 

Tampoco ha sido posible considerar aquellos trabajos en los que no se provee 

información detallada sobre las características del programa de atomización.  

La aproximación más directa para la reducción de los programas de 

atomización en GFAAS es la evaluación crítica, y la consiguiente optimización, de 

las características (temperatura, rampa y duración) de cada una de las etapas 

descritas en la sección anterior [27]. La reducción en el tiempo del programa que 

se puede alcanzar por esta vía es ciertamente limitada. Numerosos autores han 

desarrollado diversos métodos, en algunos casos bastante agresivos, que 

conducen a reducciones aún mayores en el ciclo de análisis de las que se pueden 

conseguir de la manera anterior. En efecto, una revisión de la literatura 

especializada muestra el desarrollo exitoso de programas de hasta 16 s de 
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duración [28]. Sobre estas aproximaciones se discutirá en las secciones que 

siguen a continuación.  

 

2.4.1. Reducción del volumen de inyección.  
De acuerdo con Slavin [9], el secado de un microlitro de una solución 

acuosa a temperaturas cercanas al punto de ebullición del agua (80-120 °C) toma 

2-3 s. Considerando que usualmente se inyecta en el atomizador un volumen total 

de 20 a 30 µI, se puede deducir que el tiempo de secado consumirá una porción 

considerablemente larga del programa de atomización (ver Fig. 1). Obviamente, 

dicho tiempo puede variar con la naturaleza del solvente, el contenido de sólidos 

presentes, así como con la temperatura y la velocidad de calentamiento de la 

etapa en cuestión. De lo anterior resalta que, entre otras cosas, una disminución 

en el volumen de las soluciones inyectadas podría traer consigo la posibilidad de 

reducir la duración de la(s) etapa(s) de secado, e inclusive de las etapas 

subsiguientes. Las únicas limitaciones asociadas a esta aproximación pudiesen 

tener que ver con la exactitud de los volúmenes inyectados y el posible detrimento 

(exactitud y precisión) del análisis; así como el hecho que la (baja) concentración 

del analito pudiese imponer restricciones sobre el volumen mínimo de inyección.  

Es importante destacar que, ciertamente, una reducción en el volumen 

depositado en el atomizador puede contribuir en la reducción del tiempo de 

secado, así como el de las etapas que siguen a continuación. Sin embargo, 

también hay que señalar que la introducción de una cantidad convencional (20 µl) 

no implica que, necesariamente, se tenga que recurrir a tiempos de secado 

excesivos. En efecto, y como se discutirá más adelante, es posible llevar a cabo el 

secado de volúmenes como el mencionado previamente, seleccionando 

apropiadamente los distintos parámetros de calentamiento (temperatura, rampa y 

duración) del atomizador.  
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2.4.2. Deposición sobre una superficie pre-calentada.  
Algunos espectrómetros ofrecen la posibilidad de calentar el atomizador 

previo a la inyección de la solución. Esto permite el secado acelerado de la 

alícuota durante el proceso mismo de su deposición. Para ello es necesario la 

selección cuidadosa de: i) la temperatura de inyección; ii) la distancia entre el 

capilar de inyección y la superficie de deposición5; y, iii) la velocidad de inyección. 

Esta modalidad, conocida como "inyección en caliente" (hot injection), facilita la 

reducción del tiempo de las etapas de secado [29], e incluso la remoción total de 

las mismas [30].  

En aquellos casos en los que el espectrómetro no dispone de la modalidad 

de inyección en caliente, es posible programar una etapa de calentamiento previo 

a la inyección, y depositar luego la solución cuando la superficie de deposición 

haya alcanzado una temperatura tal que permita la evaporación acelerada del 

solvente [31]. En la experiencia del autor del presente trabajo, puede que no sea 

posible implementar esta opción en algunos espectrómetros de fabricación 

relativamente reciente. Ello se debe a que, como medida de seguridad, algunos 

programas de control impiden la introducción de la(s) solución(es) en el 

atomizador hasta que éste se haya enfriado lo suficiente, con el objeto de 

minimizar el daño al material del capilar de inyección.  

 

2.4.3. Secado a alta temperatura.  
Una revisión cuidadosa de la literatura relacionada con los programas 

rápidos de atomización muestra que no es necesario evaporar la solución 

depositada en el atomizador empleando largas etapas de secado. Efectivamente, 

y como lo ha demostrado el grupo de investigación de Halls [7,32-34], es posible 

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

                                                 
5 Este término se refiere a la plataforma de grafito o a la pared del atomizador. Aun cuando algunos 
autores emplean el término superficie de atomización, este último no parece adecuado, por cuanto 
ciertos analitos son atomizados en fase gaseosa mediante la disociación térmica de alguna 
especie molecular o precursor. 
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material vegetal [32], en tiempos que pueden oscilar entre los 5 y los 20 s, en una 

sola etapa.  

Halls empleó una termocupla para el estudio de la evolución de la 

temperatura de gotas de agua depositadas en la pared de un atomizador durante 

la etapa de secado [7]. Dicho autor halló 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 última es < 10 s. Esto quiere decir que es 

posible calentar rápidamente el atomizador hasta la temperatura de ebullición 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 solución depositada. Con esta aproximación se 

consiguió programar etapas de secado de 5-15 s de duración (T= 130-140 °C) [7]. 

Lo anterior permitió el desarrollo de programas de atomización de hasta 23-31 s 

de duración. Los resultados de Halls fueron confirmados por López-García et al. 

[36-38], quienes estudiaron el mismo fenómeno al depositar una alícuota de 

solución 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, además de los mencionados en 

la sección 2.4.1., el material (grafito pirolítico o estándar) y el tipo de superficie de 

deposición (plataforma o pared del atomizador). En este sentido, Halls reportó que 

la inyección directa sobre la pared de un atomizador de grafito estándar permite un 

secado más rápido de la gota que sobre grafito pirolítico [7]. Cuando la inyección 

se lleva a cabo sobre plataformas de grafito pirolítico puede ser necesario la 

aplicación de temperaturas nominales mayores (reportadas por el software de 

control), con el fin de alcanzar temperaturas efectivas cercanas a la temperatura 

de ebullición 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 conducción) [42]. Slavin et al. [31], Hinds et al. [39], 

Hinds [40], y López-García et al. [36,37,41], desarrollaron programas de 

calentamiento con etapas de secado a 400-600 °C para el análisis de 
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especímenes digeridos [31,40], así como de suspensiones de suelos [39], tierras 

diatomáceas [36,41], y comida marina [37]. Es posible, sin embargo, el secado a 

temperaturas menores (Ts= 120°C) [42], por lo que la selección final debe ser 

críticamente evaluada.  

Las aproximaciones hasta ahora presentadas pueden ser combinadas con 

el objeto de reducir el ciclo de análisis de los programas de atomización 

convencionales [44-46]. Sin embargo, y como se verá seguidamente, es posible 

implementar métodos más agresivos que permitan reducir de una manera 

apreciablemente mayor la duración del programa de atomización, sin que ello 

afecte negativamente la calidad del análisis.  

 

2.4.4. Remoción de la etapa de secado.  
Esta aproximación, al mismo tiempo de resultar atractiva, por cuanto implica  

I  eliminar una de las etapas más largas del programa, ha sido una de las menos 

implementadas  [30,47]. Halls y Fell llevaron a cabo el secado de una solución de 

fluido de diálisis empleando una rampa de lOs hasta alcanzar la temperatura de 

pirólisis (1400 °C) en la determinación 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 

duración de los programas de atomización fue de 27-30 s.  

De acuerdo con Li et al., el uso de un programa rápido sin etapa de pirólisis 

arrojó resultados por debajo de los valores de referencia en la determinación de 

As y Pb en materiales de referencia [30]. El programa fue modificado de manera 

que se eliminó la etapa de secado, y en su lugar se introdujo una etapa de pirólisis 

a 1000 °C. La solución fue depositada sobre una superficie pre-calentada (120 

°C), y se recurrió a la adición del modificador químico paladio + nitrato de 

magnesio para la estabilización térmica de los elementos en cuestión. De acuerdo 

con los autores, el desempeño del atomizador calentado transversal mente 

(THGA, por las siglas de su nombre en inglés) contribuyó al secado instantáneo de 

la solución durante su deposición. La etapa de pirólisis, además de ayudar a 
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eliminar los interferentes presentes en la matriz de los materiales analizados, 

también contribuyó a remover los vapores del solvente generados durante el 

proceso de deposición en caliente de las soluciones correspondientes. De esta 

manera, se eliminaron las posibles perdidas del analito que podían tener lugar por 

la expansión térmica de la atmósfera dentro del atomizador durante la etapa de 

atomizado [33-35,48-50]. Los valores obtenidos bajo estas condiciones resultaron 

estadísticamente indistinguibles de los valores certificados para los materiales de 

referencia analizados, al tiempo que se redujo el tiempo del programa de 

atomización a 24 s.  

 

2.4.5. Eliminación de la etapa de pirólisis.  
Dado que la pirólisis es una de las etapas del programa de atomización que 

más tiempo consume, parece tentador eliminar esta etapa para acelerar el ciclo de 

análisis. De hecho, la misma es omitida en una porción importante de los 

programas rápidos de atomización 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 atómico, y el éxito de la determinación, 

vendrán determinados por: i) la naturaleza del espécimen a analizar; ii) la 

preparación previa a la que ha sido sometida; iii) el volumen de solución 

introducido en el atomizador; y, iv) las características del programa de 

atomización.  

Bendicho et al. estudiaron el efecto de la pirólisis en la atomización 

electrotérmica de Cu, Co, Cr, Fe, Mn y Ni en suspensiones de materiales vítreos 

[64]. El trabajo, hay que destacar, no estuvo enfocado al desarrollo de programas 

rápidos de atomización. Sin embargo, el caso sirve para ilustrar que la evaluación 

cuidadosa de las diversas etapas que componen un, programa de atomización, y 

en particular la etapa de pirólisis, puede conducir a una reducción significativa de 

la duración del mismo.  

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

los elementos en cuestión, en presencia y en ausencia de la etapa de pirólisis, no 
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varían significativamente. Lo anterior no debe resultar sorprendente, por cuanto 

los elementos determinados presentan gran estabilidad térmica, como lo reflejan 

las altas temperaturas de pirólisis que se pueden alcanzar en ausencia de 

modificadores (≈ 1100 °C). Gracias a ello, no se observan perdidas de los analitos 

durante el rápido incremento en la temperatura que ocurre en la etapa de 

atomización, lo cual puede tener lugar en el caso de elementos más volátiles [36]. 

Los componentes de la matriz, principalmente óxidos de Ca, Mg, Si, etc., también 

poseen carácter refractario, por lo cual no pueden ser eliminados en la etapa de 

pirólisis. En base a lo anterior, los autores llegaron a la conclusión que esta etapa 

resulta totalmente innecesaria, y que en consecuencia puede ser eliminada sin 

que esto vaya en detrimento del análisis.  

Slavin et al. [31], y Bradshaw y Slavin [62], evaluaron algunos de los efectos 

que tiene eliminar la etapa de pirólisis sobre la atomización electrotérmica de 

analitos con diferentes volatilidades. Los valores encontrados en el análisis de 

varios materiales de referencia coincidieron con los valores certificados; en tanto 

que la precisión, en términos de desviación estándar relativa, no se vio 

comprometida empleando dicha condición (≤ 5 %). En el estudio se observaron 

perdidas parciales de As y Se, así como la distorsión de los perfiles de las señales 

analíticas correspondientes [62]. Esto último hace que la cuantificación deba 

llevarse a cabo a través del registro del área de pico (absorbancia integrada). La 

adición del modificador químico puede ser útil, por cuanto el mismo puede 

contribuir notablemente a mejorar el perfil de la señal analítica.  

Evidentemente, habrá oportunidades en las que no será posible eliminar la 

pirólisis del programa de atomización. La duración de la misma deberá ser 

reducida al mínimo en esos casos, sin llegar a comprometer el desempeño del 

programa [7]. De acuerdo con Halls [7], la duración de la etapa de pirólisis debe 

ser tal que permita la corrección adecuada de la absorbancia no específica por 

parte del sistema de corrección de fondo. Esto, en opinión del autor del presente, 

pudiese traer consigo un detrimento en los límites de detección de la metodología, 

debido a una posible desmejora de la relación señal/ruido.  
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2.4.6. Omisión de la etapa de limpieza.  
Se mencionó previamente que la extensión de esta etapa no suele afectar  

significativamente la duración total del programa. Sin embargo, algunos autores 

han  encontrado que es posible eliminar la misma, y reducir aun más el ciclo de 

atomización  [37,40,47].  López-García et al. emplearon esta aproximación en el 

análisis de  suspensiones de comida marina y tierras diatomáceas [37,40]. El 

empleo de peróxido de  hidrógeno como agente oxidante contribuyó a minimizar la 

alteración de la superficie de la  plataforma debido a la pirólisis de la materia 

orgánica, y el deterioro subsiguiente de los  análisis que tienen lugar en estas 

condiciones. En el segundo caso, el uso de ácido  fluorhídrico como medio de 

suspensión, permitió la eliminación 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 aplicación de  temperaturas 

de atomización elevadas (T ≤ 2400 °C) contribuyó 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. Aplicación de modificadores químicos permanentes.  
Hasta el momento se han discutido los medios para reducir la duración del 

programa de atomización desde el punto de vista instrumental, principalmente. Sin 

embargo existe otra manera, de carácter analítico, para llevar a cabo dicha 

función: el uso de modificadores permanentes. El término se refiere al 

recubrimiento de la superficie de deposición por uno o más compuestos, los 

cuales ejercerán algún efecto sobre el sistema de estudio durante varios cientos 

(de allí el adjetivo permanente) de ciclos de atomización. Algunas ventajas 

importantes que traen consigo el uso de modificadores permanentes en GFAAS 

son [65]:  

• Simplificación de los protocolos de inyección del auto-muestreador. 
La presencia del modificador en el atomizador conduce a que sólo las 
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soluciones de trabajo tengan que ser inyectadas previo a cada ciclo de 

atomización.  

• Simplificación de los programa de atomización. El acondicionamiento 

inicial del modificador conduce a la transformación 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].  

• Reducción de los blancos metodológicos. Gracias a que el modificador 

es sometido a un proceso de acondicionamiento térmico previo a su 

utilización, es posible vaporizar durante el proceso a los contaminantes que 

se encuentran regularmente en los reactivos químicos empleados. Esta 

reducción en los niveles del blanco asociado al modificador, redunda 

positivamente en mejores límites de detección.  

En base a lo discutido en las secciones precedentes, también es razonable 

suponer que la aplicación de modificadores permanentes pudiese contribuir al 

desarrollo de programas rápidos de atomización. En este sentido, se podrían 

programar etapas de secado a alta temperatura, o incluso eliminar estas etapas, 

dado que el analito podría ser estabilizado térmicamente durante la deposición del 

mismo sobre el modificador. Esta área de investigación, sin embargo, pennanece 

escasamente explorada, como lo muestra el reducido número de trabajos 

publicados [66,67].  

Meeravali y Kumar desarrollaron un programa rápido (t = 53 s) para la  

determinación de níquel en especímenes emulsificados de nafta y aceites por 

GFAAS,  empleando un modificador permanente de W-Ir [66]. La implementación 

del PRA resultó  valiosa en el análisis de estos especímenes debido a que la 

volatilidad de las mismas puede conducir a variaciones en la señal analítica 

durante el proceso. Por otra parte, el  modificador permanente permitió la 

determinación de níquel durante aproximadamente 400  ciclos, contribuyendo así 

a la reducción de los costos de análisis. Los blancos obtenidos de  esta manera 

fueron significativamente menores a aquellos reportados al emplear el  
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modificador de forma convencional, lo cual se tradujo en menores límites de 

detección.  

Vassileva et al. estudiaron el sinergismo modificador permanente (Ir)-

programa  rápido en el análisis de especímenes vegetales por GFAAS [67]. El 

modificador presentó  una "vida analítica útil"6 de 200 a 250 ciclos. De acuerdo con 

estos autores, el  recubrimiento puede ser renovado reiteradamente, aumentando 

así el "tiempo de vida”7 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 últimos aumenta la estabilidad térmica  del iridio, reduciendo las 

pérdidas por volatilización del mismo. Vassileva et al. lograron  reducir el ciclo de 

análisis implementando la inyección en caliente de las soluciones sobre la  

superficie de deposición (90-110 °C), el empleo de una etapa de secado a alta 

temperatura (200-300 °C), y la remoción de la etapa de pirólisis. 

Desafortunadamente, no es posible estimar el tiempo total del programa de 

atomización por cuanto no se encuentran reportadas todas las características 

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

 

2.5. El Concepto STPF dentro del marco de los programas rápidos de 
atomización.  

A principios de la década de 1980, Slavin et al. agruparon un conjunto de 

mejoras analíticas e instrumentales que habían sido desarrolladas individualmente 

con el propósito de reducir, o en el mejor de los casos eliminar, los problemas que 

constantemente referían los primeros usuarios de GFAAS [1]. Dicho compendio 

fue bautizado con el nombre del Concepto STPF, y la implementación del mismo 

ha colocado a esta técnica entre las más poderosas con las que cuenta el analista 

para el análisis elemental a nivel de trazas. En esta sección se persigue discutir 

                                                 
6 El tiempo de vida de un atomizador se define como el número de ciclos de atomización que el 
mismo puede resistir antes de tomarse inoperante, bien sea por ruptura o por cambios en la 
resistencia eléctrica del material. 
7 Se entiende por vida analítica útil al número de disparos después de los cuales la sensibilidad de 
las mediciones se reduce en un 25% de su valor original. 
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brevemente algunos de los preceptos que constituyen al mencionado Concepto, y 

el papel que éstos desempeñan en el desarrollo de los programas rápidos de 

atomización.  

• Integración de la señal analítica. La cuantificación a través del área de 

pico es una medida más confiable de la concentración 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 formación de los 

átomos y, en consecuencia, afectar el perfil de la señal (altura y ancho). 

Esto puede ser particularmente evidente al emplear programas rápidos de 

atomización en los que se omite la etapa de pirólisis [62]. Aun cuando 

algunos autores continuaron empleando la altura de pico como medida de 

cuantificación durante la década de 1980 [7,33,34,47], incluso después de 

la introducción del Concepto STPF, dicha práctica ha caído en desuso.  

• Uso de grafito pirolítico como superficie de deposición. Algunos 

autores prefieren el  uso de grafito estándar como superficie de deposición 

cuando se trata de la  implementación de programas rápidos de 

atomización. Ello se debe a que el carácter  hidrofóbico del grafito pirolítico 

trae como desventaja que los tiempos de secado sean  mayores [7,32,46]. 

El uso del grafito estándar, sin embargo, no es recomendable para la  

determinación de elementos que formen carburos estables (V, Cr, etc.).  

• La plataforma de L'vov. La utilidad de ésta, dentro del contexto de los 

programas  rápidos, 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 solución 

depositada. Esto puede traer como consecuencia la evaporación explosiva 

de la misma, con el consecuente deterioro del análisis. Sin embargo, 

numerosos autores han desarrollado programas rápidos con  etapas de 

secado a altas temperaturas (400-600 °C) sin problema alguno [39,40].  

• Máxima velocidad de calentamiento en la etapa de atomización. 

Algunos autores  no aplican esta premisa en los programas rápidos de 
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atomización desarrollados [7,34,56].  Halls destaca que se puede emplear 

la máxima velocidad de calentamiento si se desea una  reducción aún 

mayor en la duración del ciclo de medición [7]. Sin embargo ese mismo  

autor empleó, paradójicamente, rampas de calentamiento en algunos de los 

programas  desarrollados [7], sin exponer las razones que lo condujeron al 

uso de las mismas.  

• Corrección de fondo por efecto Zeeman. En ausencia de una etapa de 

pirólisis, los  concomitantes de la matriz que no son eliminados serán 

responsables de un incremento en  la absorción no específica. El 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 

atomización, permitiendo el desarrollo de programas rápidos sin la 

mencionada etapa. Una vez más, hay que tener en cuenta el posible efecto 

negativo que esto puede tener sobre los límites de detección, en caso de un 

deterioro de la relación señal/ruido.  

• El empleo de modificadores químicos. Numerosos autores consideran 

que, en ausencia de la etapa de pirólisis, resulta innecesaria la adición de 

estos compuestos. Sin embargo, esto no puede ser considerado como una 

regla general, ya que es bien sabido que existen elementos volátiles que 

pueden ser expulsados del atomizador a causa del rápido aumento de la 

temperatura que antecede a la etapa de atomización [37,59]. Por ello, no es 

conveniente descartar a priori el empleo de los modificadores químicos, aún 

cuando la solución a analizar no sea sometida a una etapa de pirólisis. 

Adicionalmente, estos compuestos pueden contribuir a mejorar el perfil de 

las señales analíticas en programas rápidos que carecen de la etapa de 

pirólisis [62], y posiblemente la calidad del análisis.  

Lo anterior sirve para ilustrar que, independientemente del reconocido 

impacto que tiene el Concepto STPF en GF AAS, la implementación del mismo ha 

de estar supeditada a las necesidades del analista y al problema específico al cual 

se enfrenta.  
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2.6. Problemas asociados a la aplicación de los programas rápidos de 
atomización  

Parece haber pocos problemas que puedan ser atribuidos directamente al 

empleo de programas rápidos de atomización en GFAAS, en tanto las condiciones 

analíticas e instrumentales sean seleccionadas apropiadamente para cada caso 

en particular. Sin embargo, es importante destacar que, de acuerdo con 

SchIemmer [68], el empleo de programas de atomización sin etapa de pirólisis 

puede conducir a un deterioro acelerado del atomizador. Según dicho autor, 

algunos analitos y/o concomitantes pueden reaccionar con el material del 

atomizador a las altas temperaturas de las etapas de atomización y de limpieza sin 

no son removidos adecuadamente. El empleo de modificadores químicos pudiese 

contribuir en este sentido a la eliminación de dichos componentes durante la etapa 

de atomizado [37,40].  

En cualquier caso, resulta difícil evaluar el impacto físico-químico al cual se 

ven sometidos los atomizadores al emplear programas rápidos de atomización. 

Esto es debido a que la estabilidad a largo plazo de la señal analítica, en términos 

de variaciones de la señal promedio y/o de la desviación estándar relativa, no es 

un parámetro que suele ser reportado por los investigadores. Lo anterior hace 

menester entonces una evaluación más cuidadosa de dicho factor, debido al 

efecto que tiene, directamente, sobre el análisis mismo, e indirectamente sobre el 

aspecto económico.  

Por otra parte, y como se mencionó brevemente en una sección anterior, la 

remoción de la etapa de pirólisis pudiese conducir a una desmejora de la relación 

señal/ruido y, en consecuencia, a un aumento en los límites de detección. Esto sin 

embargo, es aun objeto de conjetura, por cuanto dicho aspecto no ha sido 

investigado en detalle.  

 

2.7. Conclusiones  
La implementación de programas rápidos de atomización en GFAAS 

representa una opción atractiva para la reducción tanto del tiempo como de los 
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costos de análisis. Los trabajos discutidos prueban que la selección apropiada de 

las condiciones de pre-tratamiento en el atomizador permite la obtención de 

resultados con exactitud y precisión comparables a las que se obtendrían 

empleando programas convencionales de atomización, pero en una fracción del 

tiempo usual. Es razonable pensar, en base a lo anterior, que las ventajas que trae 

la aplicación de programas rápidos de atomización deberían, 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 atomización sin que ello afecte negativamente el 

resultado final. Sin embargo parece menester una investigación más profunda, 

antes de hacer conclusiones definitivas en este sentido. Adicionalmente, el doble 

atractivo que presenta el uso de modificadores químicos permanentes, en 

conjunto con los programas rápidos de atomización, hace de éste un campo de 

estudio que, igualmente, debe ser investigado con mayor detenimiento.  
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Capítulo 3. Programas rápidos de atomización en espectroscopía de absorción 

atómica con atomización electrotérmica: Determinación de cadmio en muestras de 

orina.  

  

3.1. Resumen.  
Se desarrolló un programa rápido de atomización (42 s) para la 

determinación de cadmio en especímenes de orina por espectroscopía de 

absorción atómica con horno de grafito. La optimización del programa se realizó 

en tan sólo 24 experimentos, gracias a un diseño factorial fraccionado del tipo 24-1 

(resolución IV). La inyección de alícuotas de 10 µl de cada una de las soluciones 

de trabajo (modificador + soluciones patrones/prueba) en un atomizador pre-

calentado (110 °C), la aplicación de una etapa de secado a alta temperatura (300 

°C), y la remoción de la etapa de pirólisis del programa de calentamiento condujo 

al desarrollo de un programa significativamente más rápido que el correspondiente 

programa "convencional" (105 s). El tratamiento de los especímenes de orina se 

limitó a su dilución (1:1) con una solución de HNO3 al 4.0%. No se emplearon 

modificadores químicos, aparte del ácido mismo, con el objeto de promover la 

atomización del analito a baja temperatura (1200 °C); maximizar la separación 

temporal de la señal analítica de aquella del fondo; reducir los blancos, y mejorar 

el límite de detección de la metodología. Bajo las condiciones mencionadas se 

obtuvo un límite de detección (3s) de 0.12 ng ml-1 Cd, y una masa característica 

de 1.78 pg/0.0044 s. La técnica de calibración estándar fue empleada para la 

cuantificación de cadmio en los especímenes en cuestión. La exactitud del método 

fue evaluada a través de la determinación de cadmio en el material de referencia 

''Seronorm™ Trace Elements Urine Batch No. 115" (Nycomed Pharma AS). El 

procedimiento propuesto fue aplicado en el análisis de especímenes puntuales de 

orina tomadas de siete (7) voluntarios (fumadores y no fumadores). La 

concentración de cadmio varió entre 0.20 y 4.30 µg L-1 con un valor promedio de 

2.14 ± 1.96 µg L-1. Finalmente, se llevó a cabo un ensayo de resistencia del 
                                                 

 E. A. Hernández-Caraballo, M. Burguera, J. L. Burguera, Talanta 62 (2004) 419-424 
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atomizador bajo las condiciones químicas (diluyente: 4.0% HNO3) y térmicas 

(programa rápido de atomización) de trabajo, encontrándose una excelente 

estabilidad de la señal analítica, tanto en términos de exactitud (± 10 % del valor 

promedio) como de precisión (≤  10 %DER) durante 1060 ciclos de atomización.  

 

3.2. Introducción.  
El cadmio es un elemento tóxico 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 concentración en el medio 

ambiente [1], lo cual incrementa los riesgos a los que dichos organismos se hallan 

expuestos. La minería, el refinamiento de metales como el cinc, la fabricación de 

plásticos, la producción y la aplicación de fertilizantes fosfatados, etc., son algunas 

de las fuentes más importantes de contaminación ambiental [1,2]. Por otra parte, 

el (mal) hábito de fumar, el consumo de ciertos alimentos (leguminosas, arroz, 

etc.), así como la exposición 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 debería ser, en general, una 

actividad que debería llevarse a cabo regularmente. Ello puede constituirse en una 

herramienta fundamental en la prevención de enfermedades causadas por dicho 

elemento en el caso particular de individuos ocupacionalmente expuestos.  

La determinación de cadmio en sangre y orina es uno de los ensayos 

toxicológicos más importantes [1]. La información obtenida en el primer caso 

permite evaluar posibles exposiciones recientes; en tanto que en el segundo caso 

es factible determinar la concentración total en el organismo, siempre y cuando los 

riñones 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 biológicos demandan, en principio, de una técnica con 

una alta sensibilidad que permita su cuantificación. En este sentido, la 

espectroscopía de absorción atómica con horno de grafito (GFAAS) es la técnica 
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más comúnmente empleada [5-20]. Sin embargo, la misma no está exenta de 

problemas, particularmente en lo que se refiere a la determinación de cadmio en 

orina. Aspectos como la baja concentración del analito, las altas concentraciones 

de ciertos concomitantes potencialmente perjudiciales (principalmente NaCl), y las 

bajas temperaturas de pirólisis que pueden ser aplicadas sin incurrir en pérdidas 

del analito, se cuentan entre las principales dificultades en la utilización de GFAAS 

para la mencionada tarea.  

Con el objeto de minimizar estas complicaciones se han implementado una 

serie de propuestas analíticas y/o instrumentales, siendo la más común el empleo 

de modificadores químicos 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 análisis 

dado. Ciertamente, valores altos de los blancos (contaminación); incremento en la 

señal de fondo; disminución en la sensibilidad de las mediciones (sobre-

estabilización); reducción de la vida útil del atomizador, y altos costos, entre otros, 

son algunos de ellos [21]. Por lo tanto, la aplicación de los modificadores químicos 

en GF AAS debería ser, en todas las ocasiones, cuidadosamente evaluada.  

Otras alternativas empleadas con menos frecuencia han sido la 

implementación del  concepto de "volatilización selectiva" [8], a través de la cual 

los procesos de volatilización  del analito y de la matriz son separados espacial y 

temporalmente empleando una etapa de  atomización lenta; así como la 

atomización desde una sonda insertada en un atomizador  pre-calentado, con el 

objeto de favorecer la atomización en un ambiente  termodinámicamente más 

favorable [14], entre otras.  El hecho que la primera  aproximación se desvíe 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 
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para insertar la  sonda, sin mencionar la necesidad de un sistema electro-

mecánico más complicado [22].  

Adicionalmente a los problemas específicos asociados a la determinación 

de cadmio  en orina por GFAAS, esta técnica también sufre de un problema más 

general, viz., extensos ciclos de análisis (> 1 min) [23]. Esto último resulta 

claramente adverso para aquellos  laboratorios que conducen análisis de rutina, 

no sólo porque disminuye el número de especímenes8 que se pueden analizar por 

día de trabajo sino que, además, aumenta los costos. La forma más expedita de 

solventar esta dificultad ha sido la implementación de programas de atomización 

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 análisis [24,25].  

La aplicación de la estrategia mencionada previamente para la 

determinación de  cadmio por GF AAS ha sido limitada [10, 11,13,15,17,19]. Halls 

et al. desarrollaron un  programa rápido de atomización de 21 s, aun cuando el 

mismo se desvía significativamente  del concepto STPF [10]. En este sentido, la 

atomización se llevó a cabo desde la pared de  un tubo de grafito estándar se 

atomizó a baja velocidad, y se empleó un flujo de argón interno (30 mI min-1), para 

favorecer la volatilización selectiva; y finalmente se empleó la  altura de pico para 

la cuantificación. El programa de atomización más rápido (16.6 s) para la 

determinación de cadmio en orina fue desarrollado por Knowles [11]. Dicho autor 

logró  simplificar de manera significativa el programa de atomización mediante la 

inyección lenta de la solución en un tubo particionado de grafito pirolítico9 y la 

eliminación de la etapa de pirólisis. La intensidad de la señal de fondo fue reducida 
                                                 
8 Desde el punto de vista estadístico, una muestra se refiere a un grupo (de tamaño finito) de 
objetos tomados de una población dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fábrica de 
material de laboratorio. Cuando se habla de una porción 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 comúnmente, aunque de forma errónea, sin distinción (ver W. 
Horwitz, Pure & Appl. Chem. 62 (1990) 1193). 
9 Este tipo de atomizadores poseen dos anillos en la parte interna, ubicados simétricamente a 
ambos lados del puerto de inyección. El propósito de los mismos es el de confinar a la solución, 
particularmente las orgánicas, en la región central del atomizador para evitar su dispersión, y 
promover una distribución más homogénea de la temperatura durante la etapa de atomización. 
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empleando oxalato de amonio  como modificador químico, así como llevando a 

cabo la atomizando a baja temperatura  (1300°C). La cuantificación, sin embargo, 

se realizó por medio de la técnica de adición de estándar. Littlejohn et al. 

desarrollaron un programa de 57 s de duración, con el objeto de  simplificar la 

implementación general de GFAAS en el análisis de trazas [13]. El método  

involucró la inyección "en caliente", el empleo de paladio reducido en atmósfera de  

hidrógeno como modificador químico, y la aplicación de una etapa de pirólisis a 

1000 °C, con el propósito de estabilizar térmicamente a los elementos de interés y, 

al mismo tiempo, facilitar la vaporización de los concomitantes de las matrices de 

estudio. Li et al. implementaron programas rápidos (24-32 s) en la determinación 

de varios analitos en especímenes de diferentes naturalezas (ambientales y 

biológicas), utilizando para ello un atomizador de calentamiento transversal [15]. 

Dicha aplicación, sin embargo, fue limitada exclusivamente al análisis de 

materiales de referencia y no a especímenes "reales". Chen et al. aplicaron un 

programa de atomización (51 s) sin etapa de pirólisis y sin modificador químico 

para la determinación de cadmio en especímenes de orina [17]. La metodología 

propuesta incluyó la separación inicial del analito mediante el paso de la solución a 

través de una columna conteniendo 8-hidroxiquinolina inmovilizaba en sílice. Lo 

anterior ciertamente aceleró el ciclo de atomización, aunque a expensas de un 

mayor tiempo de preparación de los especímenes. Finalmente, Campillo et al. 

redujeron la extensión de la etapa de medición a través de la remoción de la etapa 

de pirólisis del programa de atomización, y llevando a cabo el secado de la 

solución a alta temperatura (220 °C) para acelerar la remoción del solvente [19].  

La evaluación crítica de los trabajos mencionados en el párrafo anterior 

motivó el desarrollo del presente trabajo. Siendo el objetivo del mismo, el 

desarrollo de un programa rápido de atomización para la determinación de cadmio 

en especímenes de orina mediante GFAAS. Para tal fin, se empleó un diseño 

factorial fraccionado del tipo 24-1 (resolución IV). La optimización se llevó a cabo 

tomando en cuenta los siguientes factores i) velocidad de inyección; ii) 

temperatura de inyección; iii) rampa de secado; y, iv) duración del secado. Tanto 
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el área de pico (absorbancia integrada), como el perfil de la señal (relación 

altura:área) fueron empleadas como funciones de respuesta en el proceso de 

optimización. No se emplearon modificadores químicos, a excepción del ácido 

nítrico utilizado en la dilución de las soluciones. Es importante destacar que el 

presente trabajo no estuvo diseñado con propósitos clínicos, sino principalmente 

como la evaluación de un método alternativo para la determinación de cadmio en 

orina por GFAAS.  

 

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

Se utilizó un espectrómetro de absorción atómica marca Perkin-Elmer, 

modelo 4100ZL, equipado con una unidad de calentamiento electrotérmico, un 

sistema de corrección de fondo basado en el efecto Zeeman, y un auto-

muestreador modelo AS-71. Se emplearon atomizadores e1ectrotérmicos 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 lámpara de 

cátodo monoelemental marca Varian operada a 6 mA, y con una apertura del 

monocromador de 0.7 nm. El diseño factorial y el análisis estadístico posterior se 

realizó con MINlTAB Statistical Software v. 13.1. (Minitab Inc.).  

 

3.3.2. Reactivos y materiales.  
Se empleó polvo de cadmio metálico (MERCK, pro analysis) para la 

preparación de la solución madre del analito. Se utilizó ácido nítrico (Alfa Aesar, 

99.999 %, metals basis) para la estabilización/preparación de las soluciones de 

trabajo. En todos los casos se usó agua destilada y des-ionizada (Milipore), con 

una resistencia de 18 MΩ cm, en la preparación de las soluciones 

correspondientes. Todo el material de plástico y/o de vidrio empleado fue lavado 

por inmersión en HNO3 (10%) durante al menos 12 horas, y posteriormente 
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enjuagado con agua DDI y secado al aire protegido de posibles fuentes de 

contaminación aérea.  

 

3.3.3. Especímenes.  
Se recogieron especímenes puntuales de orina de voluntarios en 

recipientes de 30  ml previamente lavados como se indicó en la sección anterior. 

dichos especímenes fueron  acidificados a pH< 2 con ácido nítrico al momento de 

ser recibidos. Los especímenes fueron analizados inmediatamente, o conservados 

a 4 °C en caso que el análisis no pudiera  realizarse el mismo día. Se utilizó el 

material de referencia ''Seronorm™ Trace Elements Urine Batch No. 115" 

(Nycomed Pharma AS), el cual posee una concentración reportada  de cadmio de 

3.8 µg L-1 [27], para la evaluación de la exactitud del método.  

 

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

Las soluciones de trabajo fueron preparadas mediante la dilución adecuada 

de una  solución madre de 1000 mg L-1 de Cd con una solución al 4.0% de HNO3. 

Los  especímenes de orina fueron diluidos (1:1) directamente en los viales del 

auto-muestreador (V= 1 ml) con el mismo diluyente que se empleó en la 

preparación de los patrones. En este  sentido, se dispensaron con una micropipeta 

500 µL del diluyente, seguidos del mismo  volumen de orina, y la solución 

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 análisis en la misma manera que los 

especímenes  de orina.  

 

3.4.2. Optimización del programa rápido de atomización.  
En base a ensayos preliminares se consideraron cuatro factores en el 

proceso de  optimización del programa rápido, viz., i) velocidad de inyección; ii) 
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temperatura de  inyección; iii) duración de la rampa de secado: y, iv) duración de 

la etapa de secado.  Debido a la interrelación que cabría esperar exista entre ellos 

se consideró como lo más  adecuado la optimización simultanea, empleando para 

ello un diseño factorial fraccionado del tipo 24-1 (resolución IV). La Tabla 3.1 

resume los niveles máximos y mínimos para cada uno de los factores 

mencionados. El diseño experimental se muestra a su vez en la  Tabla 3.2, junto 

con las respuestas experimentales empleadas en la optimización, i.e., el área de 

pico (Ai), la altura de pico (Ah), y la relación altura:área, normalizadas contra los  

valores que se obtienen al emplear un programa convencional de atomización. Los  

experimentos se condujeron de manera aleatoria, tomando tres (3) réplicas en 

cada caso, con el objeto de obtener un estimado de la repetibilidad10 de las 

mediciones.  

 

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

 Nivel 

Código Factor Mínimo (-) Máximo (+) 

A Temperatura de inyección (Tiny) / ºC 90 110 

B Velocidad de inyección (riny) /%  60 90 

C Rampa de secado (rsec) /s  10 15 

D Duración del secado (tsec) /s  10 20 

 

 
3.4.3. Determinación de cadmio por GFAAS.  

La Tabla 3.3 muestra los programas de atomización evaluados en el 

presente trabajo. Las temperaturas reportadas corresponden a los valores 

nominales provistos por el paquete computacional  que  controla al espectrómetro.  
                                                 
10 Este término se refiere a la precisión dentro de un grupo (en inglés "within batch") medidas 
individuales tomadas de forma consecutiva. Usualmente se suele emplear con este propósito, 
aunque equivocadamente. el término reproducibilidad. Este último es una medida de la precisión 
entre grupos de medidas (en inglés "between batch"). 
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Alícuotas (10 µl) de las soluciones de trabajo correspondientes fueron inyectadas 

en un atomizador pre-calentado con el objeto de reducir la dispersión de la 

solución sobre la superficie de deposición, acelerar el secado de las mismas, y 

mejorar la precisión de las mediciones. La punta del capilar del automuestreador 

fue posicionada cuidadosamente cerca de la superficie de la plataforma integrada 

del atomizador, con el propósito de acelerar aún más el proceso de secado.  

En ambos programas se incluyó un paso de enfriamiento previo a la 

atomización con el objeto de realizar el ajuste de la línea base (en inglés "baseline 

offset correction", BOC) de manera adecuada. La cuantificación se llevó a cabo 

exclusivamente mediante el registro de la absorbancia integrada (Ai), aunque la 

forma de la señal analítica (relación Ah:Ai) también fue empleada en el proceso de 

optimización. 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. Evaluación del programa convencional de atomización.  

La optimización del programa convencional de atomización (PCA) se llevó a 

cabo de la manera usual, es decir, variando un factor cada vez, manteniendo las 

condiciones de los demás factores constantes. Para tal fin se empleó un patrón 

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 pirólisis y de atomización, 

respectivamente, en donde se grafican simultáneamente la absorbancia específica 

y no específica (fondo). Se puede apreciar que, en este caso en particular en el 

que no se emplean modificadores químicos aparte del ácido nítrico, es posible 

aplicar una temperatura máxima de pirólisis de 300-400 °C sin que ocurran 

pérdidas del anal1to. Es interesante destacar que es posible conseguir una 

reducción importante del fondo a través de un incremento menor de la temperatura 

de pirólisis 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 
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adición de ácido nítrico, con lo que se consigue remover el cloruro responsable de 

la absorción no específica en este tipo de especímenes biológicos.  
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Las curvas de atomización muestran la tendencia que habría de esperar 

sobre la base de un mecanismo de expulsión del vapor atómico basado, 

mayormente, en un proceso de difusión para un analito que no interactúa con el 

material del atomizador, es decir, una reducción paulatina de la señal analítica a 

medida que aumenta la temperatura de atomización. La señal de fondo, por otra 

parte, aumenta continuamente en el rango de temperaturas entre 1100 y 1400 °C, 

decreciendo ligeramente a temperaturas más elevadas.  
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Esta última observación puede ser atribuida al hecho que una porción cada 

vez  mayor de cloruro de sodio es co-volatilizada durante la etapa de atomización 

a medida que  la temperatura de la misma se aproxima al punto de fusión de esta 

sal. Esto puede ser  fácilmente observado en la Figura 3.2. A medida que la 

temperatura de atomización  aumenta se observa que los perfiles de la seסal 

analítica se hacen cada vez más estrechos, debido a que el proceso de 

generación, el cual define la porción inicial de la seסal, y  remoción del vapor 

atómico, que determina el perfil de la porción posterior al máximo, son  funciones 

de la temperatura. Por otra parte, la seסal de fondo también aumenta de manera  

progresiva con la temperatura, al punto que ello causa una pequeסa, aunque 

apreciable distorsión de la seסal analítica (sobre-corrección) entre 1400 y 1600 °C. 

Tomando en consideración estas observaciones se optó por un compromiso entre 

las temperaturas de pirolisis, y de atomizado, las cuales fueron programadas en 

300°C y 1200 °C, respectivamente. Finalmente, se incluyó una etapa de 

enfriamiento previo a la atomización (ver Tabla 3.3) con el objeto de remediar una 

sobre-corrección de la seסal analítica que se ha observado regularmente en el 

modelo de espectrómetro empleado en el presente trabajo [28-30]. De esta 

manera fue posible hacer un ajuste adecuado de la línea base y evitar as el 

problema mencionado.  

A continuación se condujo un estudio para determinar la concentración 

óptima de ácido nítrico a ser empleada como diluyente/modificador químico. La 

selección de la misma se realizó sobre la base del efecto de dicho ácido en la 

magnitud de la absorbancia no específica para una solución de orina. Debido a 

que resulta claro que la magnitud del fondo va a ser una función de la 

concentración de ácido nítrico y, al mismo tiempo, de la temperatura de pirolisis, la 

evaluación se llevó a cabo variando, simultáneamente, ambas variables.  

La Figura 3.3 muestra una superficie de respuesta de la magnitud del fondo, 

en función de las variables mencionadas. Este método se considera 

extremadamente útil, al tiempo que más eficiente, cuando se sabe que dos 

variables pueden interactuar para definir una respuesta dada [30-33]. Es posible 
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apreciar en dicha figura un mínimo en la señal de fondo en el rango de 

temperaturas entre 250 y 500°C, para una concentración de HNO3 entre 1.0 y 4.0 

%. 

 

 
 

Como se puede deducir de la Figura 3.1, resulta imposible aumentar la 

temperatura de pirolisis por encima de 300°C, por cuanto ello conduciría a 

pérdidas irremediables del analito. Por otra parte, es bien sabido que la 

composición de la orina vara entre diferentes individuos, as como para el mismo 

individuo a los largo del da, dependiendo de una serie de factores biológicos y 

ambientales. Por esa razón, se consideró apropiado emplear una solución al 4% 

de HNO3 como diluyente/modificador de forma de compensar dicha variabilidad. 

Aun cuando esta concentración podrá parecer elevada, la evidencia experimental 
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mostró que no lo es tanto como para, en primer lugar, desmejorar los límites de 

detección de la metodología (debido a la contaminación que podrá ser introducida) 

y, en segundo lugar, contribuir a acelerar el deterioro del atomizador, como se 

mostrará más adelante.  

 

 
 

Finalmente se realizó una comparación entre las pendientes de las curvas 

de la técnica de calibración estándar y la adición de patrones, tal y como se 

aprecia en la Figura 3.4. Aunque es posible observar una pequeña diferencia entre 

las pendientes correspondientes, cuando el analito es sometido al programa 

convencional de atomización, la misma no excede al 10%. Por lo tanto, es posible 
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llevar a cabo la cuantificación de la concentración 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, así como de su clara simplicidad, resulta también 

obvio que el largo ciclo de atomización (105 s) no es atractivo para implementar su 

aplicación rutinaria. Por lo tanto, los intentos que siguen a continuación se 

dirigieron hacia la reducción del tiempo de análisis y, como consecuencia 

inmediata, aumentar la productividad de la metodología sin afectar la simplicidad 

de la misma.  

 

3.5.2. Optimización del programa rápido de atomización.  
Hasta donde alcanza el conocimiento del autor, el desarrollo de programas 

rápidos de atomización 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 aproximación es que, por una parte, pueden ser necesarios un 

número importante de ensayos para cubrir el dominio del factor en cuestión lo 

cual, además de incrementar el tiempo de optimización, puede ir en detrimento de 

la integridad física del atomizador y, en consecuencia, de la calidad de la variable 

respuesta como herramienta de optimización. Por otra parte, el programa de 

atomización as desarrollado puede no ser "óptimo" desde el punto de vista de la 

duración del mismo. Esto último 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 duración) que conforman al programa 

de atomización. Algunos autores han recurrido a diferentes métodos 

quimiométricos para optimizar las condiciones analíticas/instrumentales 

involucradas en el análisis espectrométrico con el propósito de solventar los 

problemas anteriormente mencionados [35-40]. Con esto en mente, se optó por 

implementar un diseño factorial fraccionado para llevar a cabo el desarrollo de un 

programa rápido de atomización, eliminando la etapa de pirolisis, y combinando 

las dos etapa de secado que forman parte del programa convencional (Tabla 3.3), 

en una única etapa de secado a alta temperatura.  
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Se escogieron cuatro (4) factores en el desarrollo del programa rápido, a 

saber, la  temperatura y la velocidad de inyección, y la rampa y la duración de la 

etapa de secado.  Aunque la temperatura de secado fue considerada en un 

principio entre los factores de  estudio, se encontró 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 tיcnica de calibración estándar y la adición de  patrones. Por lo tanto, 

dicha variable fue fijada al valor máximo permisible (300°C). En  base a lo anterior 

se selección un diseño factorial fraccionado del tipo 24-1 (resolución IV),  el cual 

permitirá evaluar el impacto de las variables escogidas en un número reducido de  

ensayos, a saber, 24 experimentos (cada corrida fue reproducida en tres 

oportunidades para  tener un idea de la precisión de las mediciones). La Tabla 3.1 

muestra los niveles mínimos  y máximos de los factores en cuestión.  

La evaluación del impacto de los diversos factores en el programa de 

atomización  resultante se llevó a cabo empleando tres (3) variables de respuesta, 

a saber, i) la  absorbancia integrada (como una medida de la sensibilidad), ii) la 

relación de altura de pico:área de pico  (como una medida de la forma de la señal 

analítica) y, iii) la repetitividad  (corno una medida de la precisión de las 

mediciones). Las dos primeras variables fueron  normalizadas con respecto a los 

valores obtenidos empleando el programa convencional de atomización. 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 obtención 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 mención anteriormente, los distintos factores 

pueden interactuar entre ellos, y en consecuencia afectar las características del 

programa de atomización, se puede apreciar en el gráfico de Pareto que se 
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muestra en la Figura 3.5. En el mismo se grafican los efectos de los factores 

principales y de sus posibles interacciones versus su significación estadística. Se 

puede apreciar que todos los factores principales (temperatura y velocidad de 

inyección, y la rampa y duración de la etapa de secado) son estadísticamente 

significativos, es decir que la probabilidad de que los mismos afecten a las 

variables respuestas es mayor que el valor de corte (α=0.1). También resultan 

importantes las interacciones del factor A (temperatura de inyección) con los 

demás factores (Factores AB, AC y AD en la Figura 3.5). Por lo tanto, las técnicas 

estadísticas como la empleada en el presente trabajo, deberán ser aplicadas con 

más frecuencia para un desarrollo más eficaz y acelerado de los programas 

rápidos de atomización.  

 

La inclusión de una etapa de enfriamiento previa a la atomización fue 

necesaria por cuanto la misma redundó en el establecimiento correcto de la línea 

base. Esto, como se destaca en una sección posterior, también conducir a una 

reducción en los límites de detección de la metodología. Por otra parte, es posible 

recortar aún más la duración del programa al disminuir el tiempo de la etapa de 

limpieza de 3 a 1 s. Esto último no afectó la sensibilidad de las mediciones 

(desviación estándar relativa = 2.5%), al tiempo que la absorbancia integrada del 

fondo permaneció constante e igual a aquella obtenida al emplear tiempos de 

limpieza mayores al analizar una solución diluida (1:1) de orina. El programa 

rápido que se muestra en la Tabla 3.3 es aproximadamente un (1) minuto más 

corto que el  programa convencional, lo cual se traduce en un ahorro importante 

en el tiempo de análisis.   

 

Finalmente se realizó una comparación entre las pendientes de las curvas 

de la  técnica de calibración estándar y la técnica de adición de patrones 

empleando el programa  rápido de atomización desarrollado (ver Figura 3.4.). Las 

pendientes resultantes son muy similares, difiriendo entre sí en menos del 5%. Por 

consiguiente, es posible llevar a cabo la determinación de cadmio en orina 
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empleando una curva de calibración acuosa con un grado de exactitud que, 

resulta interesante destacar, sería más alto que el que se alcanzaría con el 

programa convencional y la misma técnica de calibración.  
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3.5.3. Características analíticas del método.  
El límite de detección (3s) bajo las condiciones propuestas en la presente 

metodología fue de 0.06 ng ml-1 de Cd, el cual corresponde a 0.12 ng ml-1 en 

especimenes de orina cuando se toma en cuenta el factor de dilución. Se encontró 

que al variar el tiempo de corrección de la línea base de 2 a 4 segundos se 

consiguió mejorar el limite de detección (LDD) en un factor de 1.7 (ver Figura 3.6). 

El LDD encontrado es similar a otros reportados en la literatura empleando 

procedimientos más complicados. Dicho valor puede ser disminuido aún más por 

medios instrumentales, tales como el empleo de una lámpara de línea de mayor 

intensidad (lámpara de descarga sin electrodos), atomizadores de calentamiento 

transversal con los extremos parcialmente cerrados (end-capped), y conos de 

grafito modificados [18,41]. La masa característica (mo/pg 0.0044 s), calculada a 

partir de la pendiente de la curva de calibración, fue estimada en 1.78 pg, la cual 

no difiere significativamente del valor reportado por el fabricante del espectrómetro 

[26]. 

La exactitud del mיtodo fue evaluada a través de la determinación de 

cadmio en el material de referencia SeronormTM Trace Elements Urine (Batch 

115), llevando a cabo la cuantificación con la técnica de calibración estándar. Se 

encontró una concentración de cadmio de 3.93 ± 0.05 µg L-1, 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 excedió el 2.0 

%DER.  

 

3.5.4. Determinación de cadmio en especimenes de orina por GFAAS.  
Se llevó a cabo la determinación de cadmio en especimenes puntuales de 

orina de  siete voluntarios (masculinos y femeninos con edades entre 26 y  52 

años) con diferentes hábitos, a saber, desde fumadores pasivos u ocasionales (2-

3 cigarrillos por día) hasta fumadores empedernidos (60 cigarrillos por día). 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 
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[34], por cuanto el estudio no fue diseñado para ser  implementado a nivel clínico. 

Las concentraciones variaron entre 0.20 y 4.30 µg L-1 Cd,  con un valor promedio 

de 2.14 ± 1.96 µg L-1 Cd. Las concentraciones más altas fueron encontradas, 

como era de esperarse, en los especímenes pertenecientes al fumador más 

empedernido y en el caso de un individuo que trabaja con pigmentos en base a 

cadmio.  

 

 
 

3.5.5. Evaluación de la resistencia del atomizador.  
De acuerdo con Schlemmer [42], es posible que la implementación de 

programas rápidos pueda conducir a un deterioro más acelerado del atomizador 

que el que causaría la implementación de un programa convencional. Ello sería 

particularmente importante en aquellos casos en los que la etapa de pirólisis ha 
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sido eliminada del programa para acortar su duración, como resultado del ataque 

más agresivo del material de grafito durante la etapa de atomización por parte de 

los componentes de la matriz que no fueron removidos previamente. La extensión 

de dicho ataque dependerá, por supuesto, de la reactividad de los componentes 

del sistema analito-modificador-matriz hacia el grafito, así como de las 

temperaturas de las etapas del programa de atomización en cuestión.  

La experiencia del autor indica que el impacto general, tanto térmico como 

químico, que resulta de la implementación de programas rápidos de atomización 

sobre la estabilidad de la señal analítica y sobre la vida del atomizador no ha sido 

evaluado hasta el presente con suficiente detenimiento. En dicho sentido, se 

realizó un estudio sobre la estabilidad a largo plazo y la precisión de las 

mediciones en la determinación de cadmio en una solución diluida (1:1) de orina y 

dopada con 0.02 ng de Cd, empleando el programa rápido 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 tיrmico sugerido por el fabricante [26].  

Resulta importante destacar que tras aproximadamente 500 ciclos se podía 

apreciar  un ensanchamiento importante del puerto de inyección. A pesar de ello, 

la sensibilidad de  las mediciones permaneció dentro de los límites aceptables de 

tolerancia para el análisis de  especímenes reales [34], tanto en términos de la 

exactitud (± 10 %), como de la precisión (≤ 10 %DER), con una única excepción, 

por 1060 ciclos de atomización. El ensayo fue descontinuado después de 1100 

ciclos, cuando la señal se redujo a un valor correspondiente al 10% del valor 

promedio (0.060 ± 0.002 s). En este punto, el atomizador mostraba  señales de 

corrosión severa del recubrimiento pirolítico, as como un ensanchamiento mayor 

del puerto de inyección, 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 disminuían 

progresivamente después de tan sólo 90-110 ciclos, hasta el rompimiento del tubo 

al emplear modificadores químicos convencionales (mezclas de paladio o fosfato 
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de amonio con nitrato de magnesio), incluso empleando programas convencional 

de atomización, y en condiciones (temperaturas y duración) de pirólisis y 

atomización "suaves". Fue sólo a través de la aplicación de un modificador 

químico 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 reducción 

del estrés térmico al cual se ve sometido el atomizador en las condiciones de 

temperatura del programa rápido de atomización. Lo anterior también revela que el 

empleo de una solución de ácido nítrico al 4.0% no parece afectar de forma 

significativa a la integridad del atomizador y, más aún, favorece la posibilidad de 

llevar a cabo la determinación de cadmio en orina mediante la técnica de 

calibración están dar, haciendo del método una alternativa más atractiva para su 

aplicación rutinaria.  
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3.6. Conclusiones.  
Se desarrolló un método rápido y simple para la determinación de cadmio 

en orina mediante GFAAS, el cual involucró la dilución de los especímenes con 

ácido nítrico (4.0%), la inyección directa de las soluciones en un atomizador de 

calentamiento transversal previamente calentado (110 °C), el empleo de un 

programa rápido de atomización constituido por una etapa de secado a alta 

temperatura (300 °C) y sin etapa de pirolisis, y la cuantificación empleando una 

curva de calibración con patrones acuosos. La optimización del programa de 

atomización se llevó a cabo mediante un diseño factorial fraccionado del tipo 24-1 

(resolución IV), el cual limitó el número de experiencias necesarias, y permitió 

tomar en consideración en el proceso las interacciones entre los distintos factores 

estudiados. Gracias a que no fue necesaria la adición de modificadores químicos, 

aparte del ácido nítrico, fue posible la atomización del analito a baja temperatura lo 

cual, a su vez, facilitó la separación de la señal analítica de aquella del fondo, y 

con ello la obtención de límites de detección comparables a los obtenidos con 

metodologías más complejas. Esto último fue mejorado aun más con la selección 

adecuada del tiempo de  corrección de la línea base. Finalmente, la vida analítica 

útil del atomizador excedió los  1000 ciclos lo que, unido al aumento en la cantidad 

de especimenes que se pueden analizar,  contribuye de manera importante a la 

disminución de los costos de análisis.  
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Capítulo 4. Fundamentos de las redes neuronales artificiales.  
 

4.1. Resumen  
El volumen de datos que pueden generar los cada vez más sofisticados 

equipos de análisis instrumental, así como el tiempo que puede tomar la 

interpretación de los mismos, pueden a menudo abrumar a cualquier químico 

analítico. Es por ello que se hace necesario el empleo de herramientas para el 

análisis y el procesamiento de datos que sean igualmente poderosas. Las redes 

neuronales artificiales multi-capas entrenadas con el algoritmo de retro-

propagación, se cuentan entre el grupo de las llamadas técnicas de computación 

inteligente disponibles para tal fin. El propósito del presente trabajo es discutir, de 

forma general, los fundamentos, capacidades y problemas del tipo de red neuronal 

artificial previamente mencionada.  

 

4.2. Introducción.  
El químico analítico dispone actualmente de una enorme variedad de 

técnicas instrumental es que le permiten atacar una cantidad de problemas de 

diversa índole. La microelectrónica y la computación, 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 extracción de la información útil 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 aplicación de 

técnicas quimiométricas, e. g., análisis por componentes principales, análisis 

discriminante, etc. [1] Más 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 computación inteligente [2], entre las que se destacan las redes 

neuronales artificiales [3].  
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El presente trabajo está dirigido a mostrar, de una forma sencilla, los 

principios sobre los que se basan las redes neuronales artificiales, así 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 Capítulo, sin embargo, está enfocado a la 

discusión de un sólo tipo de red neuronal artificial, a saber, la red multi-capa (o en 

cascada)11 entrenada con el algoritmo de retro-propagación. Esta simplificación 

del tema está motivada principalmente por las siguientes razones [4]:  

• Este tipo de red neuronal puede ser utilizada para resolver problemas que 

involucren clasificación, representación gráfica, modelado u optimización, 

con mínimas modificaciones en su arquitectura.  

• La simplicidad de su desarrollo, aunado a su versatilidad, han hecho de 

este tipo de red la más empleada para la resolución de problemas en el 

área química.  

 

4.3. Las Redes Neuronales Artificiales.  
Las redes neuronal muti-capas entrenadas con el algoritmo de retro-

propagación han sido ampliamente descritas en monografías [2-5], artículos 

tutoriales [6-10], etc. Nuestro fin es el de mostrar una visión inicial de lo que son 

estas herramientas y, posteriormente, ejemplificar las capacidades de las mismas 

a través de algunas aplicaciones químicas. El ejemplificar las capacidades de las 

mismas a través de algunas aplicaciones químicas. El presente trabajo está 

dirigido principalmente a lectores con escaso o ningún conocimiento en el área. 

Por esa razón, el empleo de ecuaciones matemáticas ha sido restringido al 

mínimo necesario para la comprensión de este tópico. Para una discusión más 

profunda de los temas aquí tratados el lector interesado puede consultar las 

referencias [6-10].  

 

                                                 
11 Ambas expresiones (multi-capas o en cascada) hacen alusión a la forma como "fluyen" los datos 
a través de la red neuronal. por lo que se emplearán indiferentemente a lo largo de este trabajo. 
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4.3.1. La unidad fundamental: La neurona.  
Las computadoras biológicas (cerebros) están constituidas por un número 

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 función principal de dichas células es la transmisión y 

el almacenamiento de información necesarias para la adaptación del individuo al 

entorno siempre cambiante en el que vive. Resulta lógico entonces que algunos 

de los intentos llevados a cabo por el hombre para crear inteligencia artificial, 

hayan comenzado con un intento por simular la engañosa 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 biológico, y de los 

datos, en el caso artificial, es bastante similar, por lo que sólo nos referiremos a 

cómo esto tiene lugar en esta última instancia. El "cuerpo" de la neurona recibe 

datos (Xi) del usuario o de otras neuronas a través de un número variable de 

conexiones. La fuerza de dichas entradas es modificada a través de los pesos (wi), 

los cuales desempeñan un papel similar al de las conexiones sinápticas12. 

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

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

 

Zi = ∑ wiXi   (1) 

 

El valor resultante de esta operación puede ser muy grande o negativo. 

Desde el punto de vista biológico, esto último no tiene sentido por cuanto se sabe 

que una neurona emite o no una señal electroquímica (aunque 

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

                                                 
12 Este tipo de conexiones tiene lugar entre las ramificaciones del axón de una neurona y las 
dendritas de otra neurona. El proceso de transmisión del os impulsos nerviosos,  es esta interfase 
en particular, se lleva a cabo a través de las sustancias químicas conocidas como 
neurotransmisores. 
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primera razón, i. e., la magnitud de la suma, que el valor resultante es sometido a 

un segundo procesamiento. Aquí los valores son transformados mediante una 

función de transferencia, la cual reduce el rango de los valores de salida de la 

neurona a un intervalo más estrecho13. La Tabla 4.1 resume algunas de las 

funciones de transferencia más empleadas en la actualidad, así como los rangos 

dentro de los cuales son expresados los datos de salida.  

 

 
 

 

 

                                                 
13 Por esta razón, dichas funciones han sido bautizadas también con el adjetivo anglosajón 
squashing ("aplastadoras"). 

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



 
 

La Figura 4.2 muestra el perfil de una de las funciones de transferencia más 

comúnmente empleadas: la sigmoide unipolar. En dicha Figura se puede apreciar 

una región en la que la neurona no transmite señal (Yi= 0), independientemente 

del valor de entrada (Z¡ ≤ -5); y una región en la que la señal de salida es máxima 

(Yi= 1), para valores de entrada Zi ≥ 5. Entre esas dos zonas existe una región de 

transición en la que la respuesta varía 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 ejecución de tan diversas tareas. Lo anterior será 

visto con más claridad cuando discutamos posteriormente los tipos de problemas 

que se pueden resolver empleando redes neuronales artificiales.  
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4.3.2. La unión hace la fuerza: La red neuronal.  
Como se vio en la sección anterior, cada neurona lleva a cabo una función 

muy simple: sumar los "estímulos" y generar una "respuesta". Esto por sí sólo es 

insuficiente como para explicar la increíble capacidad de los seres vivos para 

desempeñarse (adaptarse) en un medio ambiente cambiante. De hecho, algunos 

investigadores han mostrado que las señales 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 órdenes de 

magnitud más lentas que cualquier procesador de silicón utilizado en cualquier 

computador moderno. Sin embargo, un ser humano es capaz de ejecutar algunas 
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tareas a velocidades que no han podido ser emuladas por estos últimos, e.g., 

reconocer de un vistazo el rostro de un amigo entre una muchedumbre [4]. De lo 

anterior se deriva la conclusión de que el poder del cerebro y de su simulación 

artificial radica no en sus elementos constituyentes per se, sino en la unión de 

ellos: "La unión hace la fuerza".  

Una red neuronal artificial no es más que una herramienta computacional 

diseñada 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 representación es muy útil en la etapa de diseño de 

la red, por cuanto permite visualizar fácilmente 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 número variable de neuronas interconectadas entre 

sí.  

Se ha dicho que una red neuronal con una sola capa escondida es, por sí 

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 más de una capa escondida. El número de nodos14 en 

la capa de entrada y de neuronas en la capa de salida viene determinado por las 

características de cada problema, y dependen del número de descriptores y 

soluciones del mismo. Por el contrario, el número de neuronas y capas 

escondidas, así como las funciones de transferencia, deben ser determinados y 

optimizados para cada situación en particular.  

 

 

 

                                                 
14 Esta expresión 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 
discutió: NO ejecutan ninguna función de transformación; SÓLO distribuyen los datos a las capas 
siguientes. 
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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 continuación.  

 

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 más 

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 
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(descriptores del problema) como los de salida (soluciones del problema). A cada 

pareja de datos entrada/salida se le conoce como "patrón"; 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 

sólo los datos de entrada son suministrados a la red, y se permite que ésta se 

estabilice a través del empleo de algún tipo de algoritmo. Este último tipo de 

aprendizaje, sin embargo, no será 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 suministrársele un grupo de datos 

de entrada con las respuestas proporcionadas a la misma, y buscando minimizar 

la diferencia entre ambas respuestas mediante algún algoritmo. Una de las 

funciones empleadas para monitorear tal diferencia es el error cuadrático medio 

(ECM) [11]:  

 

 
 

en donde Yi
Red y Yi

Real, corresponden a la i-ésima respuesta que arroja la red y que 

suministra el usuario, respectivamente, y n es el número de patrones empleados 

en el entrenamiento. El ajuste de los pesos se ejecuta mediante diversas 

estrategias, una de las cuales se discutirá posteriormente.  

 

4.4.2. Patrones: Características 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 razón, el 

investigador ha de hacer especial énfasis en la selección de los datos que se van 

a emplear en el entrenamiento. Ellos han de ser, primeramente, representativos 

del problema en cuestión. La escogencia equivocada de datos anómalos se va a 

traducir en un modelo neuronal errado. Es aconsejable, en segundo lugar, 
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seleccionar una cantidad "grande" de patrones15, 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 sí, por ejemplo, en las unidades de medición, magnitud, etc. Lo 

anterior se hace con el fin de evitar que la red le otorgue a priori una importancia 

indebida a ciertos datos basándose en aspectos que no son de relevancia para la 

solución del problema. Las transformaciones pueden ser de varios tipos, a saber, 

normalización, estandarización, reducción mediante análisis por componentes 

principales, etc. Debido a que no existen reglas claras que permitan determinar 

cuál transformación puede ser la más adecuada para un problema dado, se hace 

imprescindible que el investigador evalúe a menudo varias de ellas antes de la 

selección final.  

El pre-tratamiento de los datos de salida es menos complejo, por cuanto 

sólo puede haber dos casos: salidas binarias o continuas. En el primer caso los 

datos de salida son codificados mediante una combinación de 0 y/ó ± 1. En el 

segundo caso, puede ser necesaria la normalización de los datos (dividiendo entre 

el valor más alto). El primer tipo de transformación puede verse más claramente 

con un ejemplo. Supóngase que un analista desea determinar cuál 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 será entonces la casa comercial, en cuyo 

caso se puede utilizar una capa de salida con tres neuronas. El código que 

identifique a cada fabricante, de emplearse una función de transferencia sigmoidal, 

podría ser A(1,0,0), B(0,1,0) y C(0,0,1). Durante el entrenamiento, la red neuronal 

buscará entonces ajustar los pesos de forma que la señal de salida, por ejemplo 

en el caso de una función de transferencia sigmoidal, se encuentre en la región de 

mínima (Yi= 0) o máxima (Yi = 1) respuesta (ver Figura 2).  
                                                 
15 El tamaño de la base de datos depende, exclusivamente, de la complejidad propia del sistema de 
estudio. Por esta razón, no existen reglas que le sugieran al usuario qué cantidad mínimas de 
datos será necesaria para la resolución adecuada de un problema dado. 
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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 más 

utilizadas para tal fin es el algoritmo de retro-propagación, también conocido como 

la Regla Delta Generalizada [6]. Esta estrategia puede ser implementada en 

arquitecturas con conexión total o parcial entre neuronas de capas consecutivas, o 

entre capas no consecutivas (ver Figura 4.4).  

 

 
 

Debido al carácter general de este artículo vamos a dejar a un lado la 

derivación detallada de la misma, y nos conformaremos con presentar la forma 

general de esa expresión [3]:  

 

∆wjil = wjil
 (nuevo) – wjil

 (anterior) = ηδjl Yi
(l - 1) + µ[∆wjil

 (anterior)]            (3) 

 

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

donde proviene la señal de entrada, respectivamente; el super-índice l indica la, 

capa en la que se está haciendo el ajuste de los pesos; δj (cuya derivación, que no 

será discutida en este trabajo, depende de la capa en cuestión) es el error 
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asociado a la j-ésima neurona; y Yi es la respuesta de la i-ésima neurona. El 

término η, la tasa de aprendizaje, es una variable que determina la velocidad de 

búsqueda en el espacio de soluciones (ver el párrafo siguiente). Por otra parte, el 

término a la extrema derecha de la igualdad, y que incluye al factor de momento 

(µ), es una modificación del algoritmo de retro-propagación que contribuye a 

"impulsar" la búsqueda en la dirección más favorable. Ambas variables (cuyos 

valores oscilan entre 0 y 1) deben ser determinadas empíricamente 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 así 

[12].  

La minimización del error puede ilustrarse gráficamente (ver Figura 4.5) 

como el ajuste de los pesos de manera de encontrar un mínimo (máximo) global 

en una superficie N-dimensional cuyo tamaño viene dado por el número 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 

dirección de búsqueda, por lo que es necesario asignar los valores numéricos de 

los pesos de forma aleatoria. En este sentido, es preciso destacar que el 

desempeño de una red neuronal puede depender de esta escogencia inicial 

(¡sobre 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 desempeño sea el más cercano al promedio. Una rata de aprendizaje 

muy pequeña se traducirá en una búsqueda más exhaustiva, pero también más 

lenta [Figura 4. 5 (a)]. Por otra parte, un valor de η muy alto aumentará la 

velocidad de búsqueda, aunque a expensas de la minuciosidad con la que se 

ejecutará 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 mínimo (o máximo) 

local [Figura 4.5(a)]. Un valor pequeño implica que se van a tomar menos en 

cuenta los cambios en los pesos que han ocurrido en los ciclos anteriores. Un 

valor mayor facilitará la salida de la red de los temidos mínimos (máximos) locales 

en la dirección adecuada, tal y como se representa en la Figura 4.5(b).  
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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 número de ciclos 

(o épocas) dado; o, ii) que la función de error escogida alcance un valor (mínimo) 

pre-determinado. Sin embargo, y como se verá en las secciones que siguen a 

continuación, la red neuronal que resulte de esta etapa de entrenamiento no tiene 

porque ser la más adecuada para la tarea designada. Dicha red debe ser sometida 

a un proceso de validación y prueba previo a su implementación final. 
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4.4.4. Validación.  
Un punto importante que hay que tomar en consideración es la posibilidad 

de "sobre-entrenar" a la red. Esto se refiere al fenómeno 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 más atractivas: la capacidad de generalización. Ello se traduce en la 

imposibilidad de la misma para predecir respuestas plausibles ante un grupo de 

datos de entrada nuevos, i. e., que no han sido vistos por la red durante el 

entrenamiento. Para evitar el problema mencionado es conveniente utilizar un 

grupo de datos de validación, 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 cuadrático medio disminuye a medida que los datos de 

entrenamiento son procesados iterativamente por la red. Inicialmente, entre 1000 y 

2000 ciclos, hay una reducción brusca del error lo cual puede estar relacionado 

con un cambio significativo en los pesos de las neuronas. Entre 2 x 103 y 104 

ciclos continua disminuyendo el ECM, si bien no con la misma rapidez. El usuario 

podría estar tentado a utilizar la red neuronal resultante tras 104 ciclos de 

entrenamiento, por cuanto el ECM es el menor. Sin embargo, de hacer esto, 

estaría incurriendo en un error que sólo podría ser apreciado a través de la 

inclusión de los datos de validación. En efecto, obsérvese como el ECM para este 

último grupo de datos, después de alcanzar un mínimo entre 2 x 103 y 4 x 103, 

aumenta considerablemente hasta alcanzar un máximo entre 9 x 103 y 104 ciclos. 

Esto implica que la capacidad de generalización de la red se ha deteriorado 

significativamente a ese punto. Un buen compromiso es entonces detener el 

entrenamiento tras 4 x 103 ciclos, cuando se ha alcanzado el menor ECM para 

ambos grupos de datos.  
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4.4.5. Prueba.  
La última etapa en el desarrollo de una red neuronal consiste en evaluar su 

desempeño 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 analogía con 
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aquellos desarrollados por medios matemáticos 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 analogía útil es esta: Una 

vez aprendidos, un niño es capaz de reconocer los caracteres que le permiten 

expresarse de manera escrita en su lengua nativa, e.g., el niño venezolano 

identificará bajo casi cualquier circunstancia las letras en español, 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" (enseñarle) con estos datos también.  

 

4.5. Capacidades de las Redes Neuronales Artificiales.  
La arquitectura de una red neuronal y su capacidad de adaptación las 

convierten en herramientas valiosas en la resolución de problemas de muy 

diversas índoles. Seguidamente se describen las principales funciones que 

pueden desempeñar las redes neuronales multi-capas entrenadas con el algoritmo 

de retro-propagación.  

 

4.5.1. Clasificación.  
La clasificación de un objeto dado consiste en determinar la pertenencia del 

mismo a un conjunto de objetos que comparten características 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 sólo puede procesar valores numéricos, resulta obligatorio codificar las 

categorías. Esto se puede llevar a cabo fácilmente mediante una combinación de 

0, y/ó ±1, tal y como se explicó en la sección 4.4.2.  

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

este tipo de problema lo constituyen la determinación de la procedencia de 
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bebidas alcohólicas fabricadas ilegalmente (Aguardiente de Cocuy) a partir de las 

concentraciones de hierro, cobre y cinc [12] (misma que será presentada en el 

Capítulo 6); la determinación del origen geográfico de una muestra de 

especímenes16 de aceite de oliva extra virgen proveniente de distintas regiones de 

Italia, a través de su análisis por espectrometría de masas [13]; como herramienta 

de control de calidad de un producto farmacéutico contentivo de l-triptofano (para 

el tratamiento de la obesidad, el insomnio y la depresión), y que es producido por 

seis fabricantes diferentes [14]; y la caracterización geoquímica de una muestra de 

sedimentos mediante análisis por espectroscopía de reflectancia difusa [15], entre 

otros.  

 

4.5.2. Representación gráfica.  
Como su nombre lo sugiere, ésta consiste en la proyección en dos o tres 

dimensiones, de grupos de objetos dados que pueden compartir o no algunas 

características que los describen. Lo anterior es particularmente útil cuando se 

estudia el efecto de más de tres (3) variables sobre la respuesta de un sistema. La 

estructura original y la información más relevante de los datos no son alteradas, a 

pesar de dicha transformación, gracias a lo cual es posible establecer relaciones 

que no se pueden apreciar de otra manera (¡Trate de resolver un problema en 

cuatro dimensiones solamente y comprenderá la importancia de la reducción 

espacial!). La red de tipo "cuello de botella", cuya topología está esquematizada 

en la Figura 4.3, puede ser empleada para la representación gráfica en dos o tres 

dimensiones, de acuerdo con el número de neuronas que se empleen en la 

segunda capa escondida [16,17]. Este caso, así como en los que se discuten 

seguidamente, la red neuronal procurará ajustar los pesos para que la señal 

resultante se encuentre en el intervalo (continuo) de transición mostrado en la 

Figura 4.2. La identificación en dos dimensiones de una muestra de especímenes 

                                                 
16 Desde el punto de vista estadístico, una muestra se refiere a un grupo (de tamaño finito) de 
objetos tomados de una población dada, e. g., una muestra de balones aforados de una fábrica de 
material de laboratorio. Cada objeto de dicha muestra es, por el contrario, un espécimen. Ambos 
términos, sin embargo, suelen emplearse comúnmente sin distinción. 
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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 matemáticos convencionales, particularmente en aquellos 

casos en los que no se conoce(n) a priori la(s) posible(s) relación(es) entre las 

variables dependiente(s) e independiente(s), o la complejidad del problema es tal 

que dificulta, e incluso imposibilita, la formulación de dicha(s) relación(es). Se 

pueden citar como ejemplos el modelado de una curva de calibración no lineal 

para la determinación de cadmio por espectroscopía de absorción atómica con 

atomización electrotérmica [18] (el cual será discutido en el Capítulo 5); el 

comportamiento de retención de diversos analitos en mezclas de metanol- 

tetrahidrofurano-agua o metanol-acetonitrilo-agua para su determinación por 

cromatografía líquida de alto desempeño [19]; y el modelado de las respuestas 

electroquímicas de la adenina y de la citosina en la región de evolución de 

hidrógeno para su determinación simultánea mediante voltametría de barrido lineal 

y polarografía de pulso diferencial [20].  

 

4.5.4. Optimización.  
Este aspecto está 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 obtención de un máximo o de un 

mínimo en una variable dependiente, o variable respuesta. De esto se deduce 

que, previo a la optimización de un sistema, es necesario disponer del modelo que 

describe la relación entre las variables involucradas. Este modelo, como se vio 

previamente, puede ser extraído de los datos por la misma red neuronal, por lo 

que parece lógico el empleo de estas herramientas para la optimización. Sin 
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embargo, es menester aclarar que, en opinión de este autor, las redes neuronales 

entrenadas con el algoritmo de retro-propagación no parecen ser las herramientas 

mas adecuadas para tal propósito.  

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 relación entre tres (3) variables 

independientes hipotéticas (X1, X2 y X3) y una función de respuesta dada (F.R.). 

Optimizar en este caso implica encontrar los valores de X1, X2 y X3 para los cuales 

F.R. es la más adecuada. Sin embargo, y como hemos visto previamente (Sección 

4.3.2.), la red neuronal sólo funciona en una única dirección y no puede ser 

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

 

 
 

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



A pesar de lo comentado anteriormente, es posible encontrar algunas 

implementaciones de las redes neuronales para la optimización de las condiciones 

analíticas y/o instrumentales para la determinación de aluminio [21] y rutenio [22], 

empleando sistemas de inyección en flujo y detección espectrofotométrica; la 

determinación de impurezas en drogas mediante cromatografía de gases [23]; y la 

selección de la fase móvil en cromatografía de par iónico [24]. La optimización en 

cada caso se ha llevado a cabo mediante dos aproximaciones diferentes. En el 

primer caso, los autores han modelado el sistema analítico mediante las redes 

neuronales y, posteriormente, llevan a cabo lo que denominan un barrido 

computacional, en el cual se introducen nuevamente los datos experimentales y se 

busca aquella combinación que arroje el valor más alto de la función de respuesta. 

En el segundo caso se realiza la misma operación pero el barrido computacional 

da lugar a una superficie de respuesta, gracias a la cual es posible, de manera 

gráfica, determinar las condiciones que maximicen la función de respuesta. Esto 

último sólo es posible cuando, como en efecto ocurrió, se dispone de máximo dos 

(2) variables independientes: ¡de lo contrario es imposible graficar! El problema 

con la implementación de las redes neuronales en este tipo de tareas es el 

aumento en el tiempo de desarrollo del sistema analítico (¡el cual de por sí 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 

quizás no eficientemente, en la optimización de sistemas analíticos. Es por ello 

que recomendamos al posible usuario que, si está dentro de sus posibilidades, 

evalúe simultáneamente otros medios, bien sea quimiométricos [25,26] o basados 

en técnicas de computación inteligente [27-30], de manera de tomar la decisión 

más acertada.  

 

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

de problemas. Una de las críticas más importantes deriva de su carácter de "cajas 
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negras". En algunos casos, particularmente en aquellos en los que el número 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 explicó en una sección previa. Por esta misma razón, 

resulta imposible a su vez determinar la importancia de los pesos neuronales, de 

manera análoga a como se podría hacer, por ejemplo, con los coeficientes de una 

función lineal discriminante [12]. Adicionalmente, los mismos pesos no poseen un 

equivalente físico, tal y como lo pueden tener, por ejemplo, el intercepto y la 

pendiente de una regresión lineal empleada para cuantificar en espectroscopía de 

absorción atómica [18]. Todo lo anterior se traduce en la incapacidad del usuario 

de establecer lo que ocurre, matemáticamente 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 segmentación en grupos de entrenamiento, validación y prueba (¡el 

tamaño SI importa!). Cabe resaltar que no existen reglas pre-establecidas que 

permitan determinar cuán grande ha de ser la base de datos a emplear en la 

resolución de un problema en particular. En cualquier caso, su adquisición puede 

ser una tarea complicada en sí misma, dependiendo de aspectos tales como 

tiempo y costos de análisis, 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 consecución del mínimo/máximo global de la función en el espacio de 

soluciones N-dimensional o, por el contrario, que la red se "atasque" en un 

mínimo/máximo 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].  
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Nada de lo anterior, sin embargo, ha detenido a los químicos analíticos en 

su búsqueda de nuevas aplicaciones. Como lo han planteado algunos autores 

[18], la veracidad del modelo (en términos físicos) 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 diseñada. Por otra parte, la disponibilidad de técnicas 

instrumentales cada vez más sofisticadas usualmente ha venido acompañada de 

un volumen cada vez mayor de datos derivados de su uso, por lo que la obtención 

de datos no parece representar un problema per se. Finalmente, el hecho que la 

red neuronal pueda desempeñar su función 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 

computación inteligente que pueden ser empleadas en la resolución de numerosos 

tareas, e. g., clasificación, representación gráfica, modelado y optimización. Una 

de las ventajas más importantes de estas herramientas es que su implementación 

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 

resolución de todos los problemas. La aplicación y el correcto desempeño de las 

mismas dependerán, 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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Capítulo 5. Aplicaciones de las redes neuronales artificiales en química analítica.  

 

Extensión del intervalo de trabajo mediante redes neuronales artificiales para la 

determinación de cadmio por espectroscopía de absorción atómica con 

atomización electrotérmica.  

 

5.1. Resumen.  
Se evaluó la aplicabilidad de las redes neuronales artificiales entrenadas 

con la regla delta generalizada con el objeto de modelar el carácter no lineal de las 

curvas de calibración que se observan en la espectroscopía de absorción atómica 

con atomización electrotérmica, y aumentar así el intervalo de trabajo en dicha 

técnica. Se escogió al cadmio como elemento de estudio debido a que el mismo 

presenta un intervalo lineal muy estrecho (hasta 4.0 µg L-1). Se evaluaron con ese 

propósito diferentes redes neuronales de dos capas activas, constituidas por un 

nodo en la capa de entrada (función de transferencia lineal), un número variable 

de neuronas en la capa escondida (función de transferencia sigmoidal) y una 

neurona en la capa de salida (función 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 µg L-1 Cd). Lo anterior se tradujo 

en un incremento de hasta 6 veces del intervalo de trabajo. La determinación de 

cadmio se llevó a cabo en el material estándar de referencia "Trace Metals in 

Drinking Water" (High Purity Standards, Lot Nº 490915) a cuatro niveles de 

concentración (2.0, 4.0, 8.0 y 12.0 µg L-1 Cd), los cuales se encontraban dentro y 

fuera del intervalo dinámico lineal. No se encontraron diferencias significativas 

(p≤0.05) entre los resultados esperados y los obtenidos mediante la simulación de 

redes neuronales. La precisión en todos los casos fue ≤2.5 %(DER). El método 

propuesto fue comparado con la aproximación más convencional de “dilución”, y 

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

                                                 
 E. A. Hernández-Caraballo. R. M. Ávila-Gómez, F. Rivas, M. Burguera, J. L. Burguera, Talanta 62 

(2004) 425-431 
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modelado mediante redes neuronales artificiales ofrece las siguientes ventajas: i) 

una reducción en la manipulación de las muestras (gracias a la extensión del 

intervalo de trabajo de la curva de calibración), y ii) una mayor exactitud (motivado 

al ajuste de la curva). 

 

5.2. Introducción.  
La espectroscopía de absorción atómica con atomización electrotérmica 

(GFAAS) es, actualmente, una de las técnicas espectroscópicas más poderosas 

con las que cuenta el analista para la determinación 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 análisis directo de sólidos, líquidos, 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 espectroscopía de emisión atómica con 

plasma inductivamente acoplado (ICP-OES) o la fluorescencia de rayos-X con 

geometría de reflexión total (TXRF) se extienden hasta 4 ó 6 órdenes de magnitud 

[2,3], en GFAAS sólo se alcanzan hasta 2 órdenes de magnitud [1]. Aun cuando 

es posible trabajar en la porción no lineal de la curva de trabajo, ello puede 

conducir a una reducción de la exactitud del análisis [4]. Por esta razón, el analista 

se ve usualmente forzado a diluir la(s) muestra(s) con el objeto de llevar la 

concentración del analito dentro del intervalo lineal. Evidentemente, además de 

ser una práctica laboriosa, la misma trae consigo el riesgo de contaminación de 

la(s) muestra(s) durante el proceso.  

Con el objeto de salvar las desventajas mencionadas anteriormente se han 

propuesto diversas aproximaciones analíticas, instrumental es y matemáticas. 

Entre ellas caben mencionar: la cuantificación empleando el área de pico en lugar 

de la altura [5]; el uso de atomizadores a alta presión [6,7]; el empleo de líneas de 

absorción no resonantes [8,9]; la aplicación de un flujo de argón no interrumpido 

durante la etapa de atomización [8]; la atomización desde distintas superficies 
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(pared o plataforma) [8,9]; la corrección matemática de la causa de la desviación 

de la linealidad [10-12]; y menos frecuentemente, el modelado de las curvas de 

trabajo con algoritmos polinómicos [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 podrían ser empleadas para modelar el comportamiento no lineal de las 

curvas de calibración en espectroscopía de absorción atómica. 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 

espectroscopía atómica a sido limitado [23-25].  

El propósito del presente trabajo es la aplicación 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 seleccionó al cadmio como elemento de estudio 

debido a que el mismo posee un intervalo lineal marcadamente estrecho. La 

exactitud y la precisión del método fueron evaluadas mediante la determinación de 

cadmio en el patrón de referencia "Trace Metals in Drinking Water" (High Purity 

Standards). El desempeño de las redes neuronales fue comparado con el del 

método convencional de dilución y con el modelado de la curva de trabajo 

mediante un ajuste polinómico de segundo orden.  

 

5.3. Experimental.  
 
5.3.1. Equipos, accesorios y paquetes computacionales.  

Se utilizó un espectrómetro de absorción atómica marca Perkin-Elmer, 

modelo 2100, provisto de un módulo de atomización electrotérmica modelo HGA-

700, un sistema automático de inyección modelo AS-70, y corrección de fondo 

continua (lámpara de deuterio). Se emplearon tubos de grafito recubiertos con 

grafito pirolítico, los cuales constan de ranuras de inserción para plataformas de 

grafito pirolítico total, ambos marca Perkin-Elmer. Tanto los tubos como las 

plataformas fueron acondicionados previo a su utilización de acuerdo con las 
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instrucciones del fabricante [26]. Todas las mediciones se realizaron a la longitud 

de onda de principal del cadmio (228.8 nm) empleando una lámpara 

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 obtención de las respuestas de las redes 

neuronales. La evaluación estadística, así como los ajustes lineales y polinómicos 

fueron llevados a cabo con MINITAB Statistical Software v. 13.1 (Minitab Inc., 

USA).  

 

5.3.2. Reactivos y materiales.  
Se empleó cadmio metálico en polvo (Merck, pro analysis) para la 

preparación de la solución madre del analito. Se utilizó una solución de paladio al 

10 % (Aldrich), y nitrato de magnesio hexahidratado (Carlo Erba) como 

modificadores químicos. Se usó ácido nítrico de alta pureza (Alfa Aesar, 99.999 % 

pureza) en la estabilización y dilución de las soluciones de trabajo. En todos los 

casos se usó agua destilada y des-ionizada (Milipore), con una resistencia de 18 

MΩ cm-1, en la preparación de las soluciones correspondientes.  

Para verificar la exactitud del método se utilizó el material de referencia 

"Trace Metals in Drinking Water" (High Purity Standards, Lote No. 490915), el cual 

posee una concentración certificada de cadmio de 12 µg L-1 (± 0.5%) [28].  
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5.4. Procedimiento.  
 
5.4.1. Preparación de las soluciones de trabajo.  

Se preparó una solución de 1000 µg L-1 de cadmio mediante pesada directa 

del polvo metálico y su posterior disolución en 1.0% HNO3. Los patrones de 

cadmio se prepararon mediante dilución adecuada de la solución anterior en 0.2% 

HNO3. 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 µg L-1. Se preparó una solución de 6000 

µg L-1 de nitrato de magnesio pesando una cantidad exacta de la sal 

hexahidratada (1.037 g) y disolviendo en 100 ml con una solución de 0.2% HNO3. 

Se preparó una solución conteniendo 500 µg L-1 de paladio y 300 µg L-1 de nitrato 

de magnesio para ser utilizada como modificador químico. La concentración del 

modificador fue seleccionada sobre la base de ensayos preliminares, con el objeto 

de corregir una distorsión del perfil de atomización del analito en el material de 

referencia.  

A partir de la solución 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 µg L-1. Estas fueron seleccionadas para yacer dentro y fuera del intervalo 

lineal de la curva de calibración.  

 

5.4.2. Determinación de cadmio por GFAAS.  
Para la determinación de cadmio por GFAAS se procedió a inyectar 10 µL 

del patrón/muestra, seguido de 10 µL del modificador químico 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 duración del programa. Se 

introdujo una etapa de enfriamiento previo a la atomización con el propósito de 

promover la atomización del analito en un ambiente termodinámicamente más 

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

www.bdigital.ula.ve

C.C.Reconocimiento



atomización con el fin de garantizar la ausencia de corrientes convectivas durante 

dicha etapa y aumentar así 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 espectrómetro. Los valores reportados 

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

 

 
 

La determinación de cadmio se llevó a cabo mediante tres métodos: i) 

dilución del material de referencia para que la concentración del analito se 

encuentre dentro del intervalo lineal de la curva de calibración (Método 1); ii) 

modelado de la curva de calibración mediante un polinomio de segundo orden 

(Método 2), y modelado mediante redes neuronales artificiales (Método 3).  
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5.4.3. Características de las redes neuronales.  
Se evaluaron un grupo de redes neuronales artificiales constituidas por un 

nodo en la capa de entrada (función de transferencia lineal), un número variable 

de neuronas en la capa escondida (función de transferencia sigmoidal), y una 

neurona en la capa de salida (función de transferencia lineal). A lo largo del trabajo 

se emplea el código (1:n:1) para describir la topología de las redes (n representa el 

número de neuronas en la capa escondida). El entrenamiento y la validación de 

las diversas redes estudiadas fue llevado a cabo de manera supervisada, 

utilizando para tal fin el área de pico (absorbancia integrada) como dato de 

entrada, y la concentración (normalizada) de cadmio como dato de salida. Las 

diferentes redes fueron entrenadas/validadas por un número variable de ciclos 

(104 - 105). 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, así como el empleo de la concentración normalizada de 

cadmio, redundaron en los menores errores cuadráticos medios. El entrenamiento 

de las redes se realizó empleando un grupo de patrones que cubren el intervalo de 

trabajo (45 pares Absorbancia integrada-concentración). Por otra parte, se utilizó 

un grupo de 30 patrones con el objeto de evitar el sobre-entrenamiento de las 

redes en cuestión (validación). El ajuste de los pesos para una topología en 

particular se llevó a cabo al menos tres (3) veces, con el propósito de evitar que la 

red quedase estancada en un mínimo 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 empleó el error cuadrático medio (mean squared error, MSE) para 

determinar la topología más adecuada para el modelado de la curva de calibración 

(ver ecuación 1) [27].  
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En dicha ecuación, di y oi representan a la concentración nominal y la 

predicha por la red para el i-ésimo patrón, respectivamente, y n corresponde al 

número de pares de datos entrada-salida utilizados para entrenar y/o validar a una 

red dada. La topología seleccionada fue aquella cuyo error cuadrático medio se 

aproximó más al error promedio correspondiente al entrenamiento.  

El desempeño de la red neuronal finalmente seleccionada para la 

determinación de cadmio por GFAAS fue conducido de dos maneras. En primer 

lugar, a través de la evaluación de la calidad del ajuste de un modelo de regresión 

lineal de la concentración de cadmio predicha por la red neuronal versus la 

concentración real (nominal) de las soluciones de trabajo. La bondad del ajuste de 

dicho modelo fue evaluado igualmente a través de la estimación del error 

cuadrático medio de las desviaciones porcentuales (mean squared error of the 

percentage deviations, RMSPD), el cual fue estimado de acuerdo a la ecuación (2) 

[13,31]:  

 
 

en donde Ci
Pred y Ci

ReaI corresponden a la concentración predicha y nominal del i-

ésimo patrón, respectivamente, y N es el número de puntos empleados en la 

construcción de la curva de calibración, excluyendo al blanco. En segundo lugar, 

la evaluación se llevó a cabo empleando el modelo generado por la red neuronal 

seleccionada para la determinación de cadmio en el material certificado de 

referencia a los cuatro (4) niveles de concentración descritos en la sección 

anterior.  
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5.5. Resultados y discusiones.  
 
5.5.1. Evaluación del intervalo de trabajo de cadmio en GFAAS.  

La Figura 5.1 muestra claramente el comportamiento no lineal de la señal 

de absorbancia integrada de cadmio al aumentar la concentración en el intervalo 

de estudio (0 a 22.0 µg L-1). La precisión de las mediciones en dicho intervalo fue 

≤2.5%, excepto a una concentración de 0.5 µg L-1 (%RSD = 4.0) lo cual es aún 

analíticamente aceptable. Por encima de este valor, la seסal de absorbancia 

integrada se hace independiente de la concentración, 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 ecuación (r’2 = 0.9988): 

 

Ai = -0.0013[Cd]2 + 0.0761[Cd] – 0.0002  (3) 

 

La bondad del ajuste fue evaluada, en primer lugar, mediante el coeficiente 

de determinación ajustado (adjusted coefficient of determination, r'2) [32]. Este 

parámetro toma en cuenta la variación en el número de grados de libertad que 

experimentan los residual es con la inclusión del término cuadrático en la 

expresión (3). Por lo tanto, el mismo es un reflejo estadístico más preciso del 

ajuste que el coeficiente de determinación (r2) empleado regularmente en un 

análisis por regresión lineal [32], y que ha sido empleado erróneamente por otros 

autores [33].  

El intervalo lineal para el cadmio es significativamente corto, extendiéndose 

sólo hasta 4.0 µg L-1 (ver el inserto en la Figura 5.1). La regresión lineal que mejor 

describe a la variación de la absorbancia integrada en función de la concentración 

de cadmio viene descrita por la ecuación (r2 =0.9998):  

 

Ai = 0.0745[Cd] - 0.0019   (4) 
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La inclusión de par de datos adicionales (Ai-[Cd]) deteriora la calidad del 

ajuste (r2 = 0.9967). El hecho que el intervalo lineal sea tan estrecho implica que 

aquellas soluciones de trabajo con una concentración de cadmio que exceda al 

límite superior de dicho intervalo deben ser diluidas, trayendo consigo todos los 

problemas mencionados con anterioridad. Una alternativa que se podría 

implementar para soslayar dichas dificultades podría ser extender el intervalo de 

trabajo a través del modelado de la curva (no lineal) de calibración mediante redes 

neuronales artificiales.  
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5.5.2. Modelando la curva de calibración mediante redes neuronales.  
El uso de redes neuronales en espectroscopía de absorción atómica 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 calibración 

[24]. Dicha aproximación tuvo como fin determinar si existen valores anómalos 

(outliers) en la curva  de calibración, o si la misma se desvía 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 supervisión [34]). En segundo lugar, se persigue 

modelar la curva de calibración de manera de incluir la porción no lineal de la  

misma, y extender con ello el intervalo de trabajo para la determinación de cadmio 

por  GFAAS.  

Diversas topologías fueron evaluadas con el fin de modelar la curva de  

calibración mostrada en la Figura 5.1. Las variables a optimizar fueron el nתmero 

de  neuronas en la capa escondida y el nתmero de ciclos de entrenamiento. El 

criterio inicial para selección de la red neuronal fue la reducción del error 

cuadrático medio. La Figura 5.2 muestra la tendencia en los errores cuadráticos 

medios correspondientes al grupo de patrones de entrenamiento y al de validación 

para la red del tipo (1:2:1). Solo los datos  correspondientes a dicha red son 

presentados porque se hall que aumentar el nתmero de neuronas en la capa 

escondida no condujo a una mejora significativa del desempeño de las otras 

redes. Adicionalmente, el empleo de redes neuronales más complejas (con más  

neuronas) solo habría complicado el procesamiento posterior de los datos. Se 

puede apreciar que el error para el grupo de datos de entrenamiento 

prácticamente se estabiliza  después de aproximadamente 4 x 104 ciclos; mientras 

que para el grupo de validación no se  observa una variación importante tras 8 x 

104 ciclos. Por encima de 105 ciclos no se aprecia ninguna reducción en el error 

cuadrático medio, por lo que el entrenamiento no prosiguió más allá de ese punto. 

El tiempo que tomó completar el entrenamiento osciló entre 15 y 27 segundos en 
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una computadora equipada con un procesador Pentium III, por lo que el  desarrollo 

de las redes neuronales, en este caso en particular, fue un proceso relativamente  

rápido.  

 

 
 

Si bien la reducción del error cuadrático medio es un aspecto importante a  

considerar en la selección de la topología de la red más adecuada, también es 

fundamental  evaluar la capacidad de generalización de la red en cuestión. 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 

calibración, y se introdujeron como datos de  entrada a la red (1:2:1). Las salidas 

de la red (concentración de cadmio predicha) fueron  graficadas contra los valores 
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de concentración nominales para cada una de dichas  soluciones, tal y como se 

muestra en la Figura 5.3. El modelo de regresión lineal obtenido satisface la 

ecuación [Cd]Pred =1.003[Cd]Real - 0.058 (r2=0.999). El análisis estadístico (t-  

Student) reveló 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.  El error cuadrático medio de las desviaciones 

porcentuales (ecuación 2) fue de 4.3%, lo  cual muestra la capacidad de esta red 

neuronal para modelar la no linealidad de la curva de  calibración mostrada en la 

Figura 5.1. 
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5.5.3. Determinación de Cd en el material de referencia mediante GFAAS.  
Resulta razonable pensar que, dado que la concentración de cadmio en el 

material de referencia (12.0 µg L-1) se encuentra por encima del intervalo lineal, la 

dilución de dicho material sería la primera aproximación para la determinación de 

cadmio por GFAAS. Los resultados obtenidos por esta vía se encuentran en la 

Tabla 5.2. El análisis estadístico (t-Student) no reveló diferencias significativas 

(p≤0.05) entre las concentraciones obtenidas y las esperadas.  

El ajuste polinímico de una curva no lineal es un método relativamente 

simple y rápido, el cual puede ser implementado prácticamente con cualquier 

paquete computacional matemático. Hay que destacar, sin embargo, que de 

acuerdo con L'vov [10], dicho método de calibración no debería ser empleado, por 

cuanto los coeficientes de ajuste carecen de significado físico. Si bien dicha 

observación es correcta, nosotros consideramos que un ajuste adecuado, al 

tiempo que la facilidad y la rapidez con la que se puede implementar esta 

aproximación hacen del ajuste polinímico una alternativa interesante que puede 

ser aplicado en el trabajo de rutina.  

La determinación de cadmio en el material de referencia se llevó a cabo tras 

ajustar con un polinomio de segundo orden la curva mostrada en la Figura 5.1. El 

análisis de los resultados que se muestran en la Tabla 5.2 no reveló diferencias 

significativas excepto a la concentración de trabajo más elevada (12 µg L-1). Se 

realizaron intentos con el objeto de mejorar la exactitud de las mediciones, i.e., 

mediante el ajuste de segundo orden de la porción 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 porción no lineal de las curvas de calibración [4], sin 

embargo, este tipo de ajustes ha sido empleado exitosamente en otras ocasiones 

[33]. Finalmente, se realizó la determinación de cadmio empleando el modelo 

generado por la red neuronal artificial (ver Tabla 5.2). Contrario al caso anterior, no 
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se hallaron diferencias significativas (p≤0.05) para ninguna de las soluciones de 

trabajo.  

 

 
 

Los resultados presentados indican que el intervalo de trabajo puede ser 

extendido  mediante el modelado de la correspondiente curva de calibración por 

redes neuronales  artificiales sin perder exactitud o precisión en el proceso. Para 

el caso específico de la  determinación de cadmio por GFAAS fue posible extender 

dicho intervalo por un factor de seis (6). Un aspecto importante es que la alta 
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sensibilidad de las mediciones en la porción  lineal de la curva se mantiene. Esto 

permite la determinación de cadmio a bajas (porción  lineal) y a moderadamente 

altas (porción no lineal) concentraciones con la misma curva de  calibración. Lo 

anterior no es posible con algunos métodos que recurren a una disminución  de la 

sensibilidad de las mediciones con el objeto de aumentar el intervalo lineal, con lo  

cual sólo es posible la determinación de aquellos elementos que se encuentren 

presentes en  altas concentraciones [8,9], pero no así 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 

requeriría para la implementación de  los llamados modelos matemáticos "rígidos" 

(hard models).  

Es importante destacar que, análoga 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 físico. Más aún, mientras que una red 

neuronal puede modelar  prácticamente cualquier sistema, no es posible traducir 

dicho modelo en una expresión  matemática, particularmente cuando se trata de 

redes que constan de un número importante  de neuronas. Esta es de hecho una 

de las críticas más importantes de las redes neuronales  artificiales, es decir, su 

carácter de "cajas negras". Sin embargo, queremos reiterar que  dichos modelos 

pueden ser empleados con propósitos prácticos, por ejemplo en análisis de  rutina, 

siempre y cuando los mismos provean resultados con un grado de exactitud y  

precisión aceptables para el analista., El modelado de las curvas de calibración 

mediante redes neuronales puede ser una alternativa en el análisis multi-elemental 

simultáneo por GFAAS, en donde la selección del factor de dilución para la 

determinación de varios analitos en una misma muestra es más crítico que cuando 

se aplican otras técnicas instrumentales de análisis, como ICP-OES, TXRF, etc., 

debido a su intervalo lineal intrínsecamente corto.  
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5.6. Conclusiones.  
Se evaluó exitosamente el empleo de una red neuronal artificial para el 

modelado de la curva de calibración y la extensión del intervalo de trabajo en la 

determinación 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 porción lineal de la curva de calibración. Este aspecto puede ser 

de importancia en aquellos casos en los que la concentración del analito varíe de 

tal manera que una alta sensibilidad sea requerida para el análisis de ciertas 

muestras, en tanto que, en otras, sea necesaria la dilución de las mismas. 

Paralelamente se evaluó el ajuste de la curva de calibración mediante un 

polinomio de segundo orden. Si bien dicho método es muy sencillo y rápido 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 análisis 

multielemental simultáneo mediante GF AAS, y que demanda de condiciones de 

compromiso cuando se desea llevar a cabo un análisis multielemental de la misma 

muestra. 
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Capitulo 6. Aplicaciones de las redes neuronales artificiales en química analítica.  

 

Clasificación de bebidas espirituosas venezolanas en base a las concentraciones 

de cinc, cobre y hierro, mediante redes neuronales artificiales y análisis 

discriminante.  

 

6. 1. Resumen.  
Se evaluó la posibilidad de distinguir la procedencia de una muestra de 

"aguardiente de Cocuy" fabricado ilegalmente en los Municipios Sucre (estado 

Falcón) 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 fabricación de dichas 

bebidas. Para tal fin, se empleó el análisis discriminante lineal y el análisis 

discriminante cuadrático, así como las redes neuronales artificiales entrenadas 

con el algoritmo de retro-propagación. El desempeño del análisis discriminante 

lineal fue considerablemente pobre, encontrándose porcentajes de estimación y de 

predicción del 51.7% y el 50.0%, respectivamente. Por otra parte, el análisis 

discriminante cuadrático mostró un desempeño ligeramente superior, sin embargo 

insatisfactorio (estimación: 79.2%, predicción: 72.5%). Se evaluaron diferentes 

redes neuronales constituidas por una función de transferencia lineal (L) en la 

capa de entrada, una función sigmoidal (S) en las capas escondidas, y una 

tangente hiperbólica (T) en la capa de salida. Los porcentajes de estimación 

(96.5%) y de predicción (97.0%) más elevados fueron obtenidos con la red 

(3L:5S:7S:4T), lo cual demuestra la increíble capacidad de las redes neuronales 

artificiales como herramientas de clasificación.  

 

 

 

                                                 
 E. A. Hernández-Caraballo, R. M. Ávila-Gómez, T. Capote, F. Rivas, A. G. Pérez, Talanta 60 

(2003) 1257-1269. 
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6.2. Introducción.  
La determinación de elementos trazas en productos destinados al consumo 

humano (alimentos y bebidas) es de vital importancia por un gran número 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 alcohólicas. Por encima de 

ciertas concentraciones, dichos elementos pueden afectar la estabilidad de los 

compuestos químicos que constituyen la matriz del vino, e.g., fenoles, 

polisacáridos, 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 elementos17 pueden servir 

como marcadores para la identificación de la procedencia geográfica de un 

producto y su  autenticidad [6-23]. Esto juega un papel vital en la prevención del 

fraude, el cual afecta  tanto al consumidor como al productor del bien en particular. 

La importancia de esto último se ve claramente reflejada en la gran cantidad de 

estudios relacionados con la aplicación de técnicas quimiométricas y/o de 

computación inteligente en la determinación de  la autenticidad y/o procedencia de 

                                                 
17 Otros compuestos químicos, e.g., aminoácidos, fenoles, alcoholes, etc., pueden ser empleados 
con el mismo propósito (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 así extraer información confiable. 
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productos para el consumo humano, tales como papas  [6], bebidas alcohólicas, 

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 párrafos anteriores son 

particularmente  importantes cuando se trata de productos de consumo masivo, 

tales como las bebidas  alcohólicas. El cocuy es una bebida espirituosa, similar al 

mundialmente reconocido  tequila, la cual es muy popular en la región nor-

occidental de Venezuela. El mismo es  elaborado a través de la destilación de la 

planta de Agave Cocuy, añejado por tres años, con  una adición máxima de 

alcohol de caña de azúcar del 70%v/v. El "aguardiente de Cocuy  de Penca" es, 

por el contrario, una bebida ilegal producida en destilerías clandestinas ocultas de 

las autoridades locales. Evidentemente, la producción de esta última variedad no  

se encuentra regulada por el gobierno regional. Debido a ello, resulta lógico 

presumir que  la concentración 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 fabricación.  

El propósito 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 ubicación 

geográfica de los productores, distribuidos entre los estados de Lara y Falcón, y 

para determinar la presencia o ausencia de azúcar en el producto final [20]. La 

selección de dichos metales se basó en la experiencia acumulada en un trabajo 

anterior [24]. Debido a que estos elementos están directamente relacionados con 

el empleo de alambiques de cobre, ellos pudiesen proveer información relacionada 

con el proceso de fabricación y, además, promover el establecimiento de políticas 

de control de calidad para la fabricación de dichas bebidas. En ese sentido, se 

recurrirá, en primer lugar, a las redes neuronales artificiales (ANNs), debido a su 

reconocida capacidad para el reconocimiento de patrones. Por otra parte, se 

empleará el análisis discriminante lineal (LDA) y el análisis discriminante 
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cuadrático (QDA) con fines comparativos. Estas últimas 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) 

especímenes de cocuy fueron provistas por el Prof. Tarcisio Capote (Universidad 

Centro-Occidental Lisandro Alvarado). Los detalles relacionados con la 

determinación de los mismos pueden ser encontrados en la Referencia [24]. Los 

especímenes fueron recolectados entre diversos productores dispersados entre 

los municipios Sucre y Urdaneta de los Estados Falcón y Lara, respectivamente. 

La Tabla 6.1 resume los códigos que fueron empleados para identificar las 

muestras, el número de especímenes recogidos en cada región, la naturaleza (con 

o sin azúcar) 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 especímenes.  

 

6.4. Herramientas de análisis.  
 
6.4.1. Análisis discriminante.  

El análisis 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 maximización 

de las varianza entre grupos [26].  La dimensionalidad del espacio puede ser 

reducida por este medio de un orden p (número  de descriptores o variables 

iniciales) a un espacio de dimensión n (número de funciones  discriminantes), 

pudiendo ser n << p. Esto último trae como beneficio la posibilidad de visualizar, 

en algunos casos, los datos en un espacio de 2 ó 3 dimensiones, y permitir así la  

clasificación gráfica de los objetos en cuestión.  
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Se cuenta con dos variantes del DA dependiendo si las variables latentes 

son una  combinación lineal (LDA) o cuadrática (QDA) de las variables originales. 

El análisis discriminante se llevó a cabo empleando las concentraciones 

estandarizadas de Zn, Cu y Fe  como datos de entrada, y las categorías de las 

muestras como salidas. La estandarización  se condujo de acuerdo con la 

siguiente ecuación:  
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en donde [Xij]s y [Xij] corresponden a la i-ésima concentración (estandarizada y 

normal) del j-ésimo elemento, respectivamente; y [Xj]p y sj son las concentraciones 

promedio y la desviación estándar del j-ésimo elemento, respectivamente. El 

tratamiento de los datos de  entrada se hizo con el propósito de suavizar la 

distribución 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 predicción) fue empleado para validar 

la exactitud del modelo.  
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6.4.2. Redes neuronales artificiales.  
Estudios preliminares revelaron que los menores errores cuadráticos 

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 llevó a cabo al menos tres (3) veces, 

con el propósito de evitar que las mismas quedasen atrapadas en un mínimo local. 

Los pesos fueron iniciados aleatoriamente entre -1.0 y 1.0. La Tabla 6.3. muestra 

los parámetros y las características de las ANNs en estudio.  

 

 
 

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

como datos de entrada:  
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en donde [Xij]N y [Xij] corresponden a la i-ésima concentración (normalizada y 

"cruda") del j-ésimo elemento, y [X(max,j)] es la concentración máxima 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 

validación de las mismas. Para la definición de las categorías correspondientes se 

empleó una combinación de -1 y + 1 (ver Tabla 6.1). Por ejemplo, el código para la 

categoría No. 2 es (+1 -1 +1 + 1). Finalmente, se utilizó el código (3:n:m:4) para 

describir la topología de las redes neuronales desarrolladas; en donde n y m 

representan el número 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 sólo entre los diversos 

Municipios, sino también en cada uno de ellos. En segundo lugar, la elevada 

concentración de cobre (> 20 mg L-1) la cual, obviamente, deriva del empleo de 

alambiques del mismo material para la destilación de la bebida. Esto resulta de la 

falta de regulación existente en cuanto a la producción de la misma. Actualmente 

no existe una normativa que regule las concentraciones máximas permisibles de 

estos elementos en cocuy. Más aun, ¡los consumidores de esta bebida consideran 

que la presencia de este elemento, que se evidencia por el color marrón pálido 

que le otorga a las bebidas, le concede propiedades "afrodisíacas" al mismo! Se 

espera que los estudios realizados en tomo a este tema puedan contribuir al 

establecimiento de políticas de control que regulen este aspecto tan importante.  

Los datos normalizados fueron evaluados mediante un análisis 

discriminante lineal.  El cobre y el hierro poseen los coeficientes más altos en 

ambas funciones discriminantes, por lo que se deduce que son los elementos que 
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más contribuyen a la separación  (distinción) de los grupos. La Figura 6.1. muestra 

un diagrama de dispersión de las  muestras de cocuy empleando para ello las dos 

primeras funciones discriminantes lineales.  La distribución de los especímenes en 

el espacio definido por dichas funciones presenta  algunas características 

interesantes.  

 

 
 

En primer lugar, resulta clara la separación entre el grupo "SS" y el resto de 

los grupos, los cuales parecen formar un único conglomerado en el cuadrante 

inferior derecho de la Figura 6.1. Dentro de este conglomerado se puede apreciar, 

además, una gran dispersión entre los miembros de los grupos "UP" y "US" 
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(¡ambos procedentes del Municipio Urdaneta!), en tanto que los miembros del 

grupo "SP" muestran una menor dispersión (¡de forma análoga 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 más 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 más importantes, 

aunado a la observación anterior, conduce a una mejor separación 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 

cúmulo compacto en la Figura 6.1. El marcado solapamiento entre el resto de los 

grupos se refleja igualmente en los bajos porcentajes de estimación y predicción 

que se muestran en la Tabla 6.4. El porcentaje general de clasificación es de 

aproximadamente un 50%, el cual es, evidentemente, insatisfactorio.  

Basándonos en el hecho que la alta dispersión de los datos originales es, 

ciertamente, responsable de la incapacidad del modelo lineal de proveer una 

separación adecuada de los grupos de estudio, se consideró apropiado entonces 

intentar la clasificación con la variante no lineal (cuadrática) del modelo 

discriminante (QDA). A pesar que numerosos paquetes estadísticos disponen de 

tal función, 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 clasificación, 

sin embargo, se pueden apreciar en la Tabla 6.4., y en la misma se percibe una 

mejora en el desempeño del modelo discriminante. Una vez más, se alcanzó un 

100% de exactitud al clasificar los objetos que integran la categoría SS. Por el 

contrario, los porcentajes de estimación y de predicción para el resto de los grupos 

fueron ligeramente superiores al 50%, con un desempeño general de ca. 80 y 

72%, respectivamente.  
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Los resultados discutidos hasta este punto apuntan al hecho que los grupos 

no son linealmente separables. Esto último es particularmente obvio en la Figura 

6.1., específicamente entre los grupos que conforman el "gran conglomerado". 

Adicionalmente, una función no lineal capaz de llevar a cabo tal separación debe 

ser mucho más compleja que un polinomio de segundo orden, como se deduce de 

los bajos porcentajes de estimación/predicción del análisis discriminante 

cuadrático. Dicha función (¿o combinación de funciones?), no puede ser 

determinada a priori, lo cual impide la aplicación de técnicas matemáticas clásicas, 

demandando la implementación de técnicas alternativas para tal propósito. 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 función [27].  
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A diferencia de muchas herramientas quimiométricas, los datos que se 

presentan a las redes neuronales no tienen que, en principio, ajustarse a ningún 

tipo de distribución de frecuencias en particular. Sin embargo, y con el objeto de 

prevenir que las redes asignen a priori más importancia a un elemento que a otro, 

sólo en base a la magnitud de la concentración, como sería el caso del cobre, se 

normalizaron los datos originales (ecuación 6.2). También se evaluó el efecto de 

estandarizar los datos originales (resultados que no se presentan aquí), pero se 

encontró que la normalización permitió el desarrollo de redes neuronales con 

mayor eficiencia en la clasificación de las muestras de cocuy.  

La selección de la red neuronal a ser empleada en la clasificación de las 

muestras de cocuy se llevó a cabo estudiando el efecto de variar el número de 

neuronas (1-7) y de capas escondidas (1-2) en el error cuadrático medio (ECM). 

Usualmente una única capa escondida es suficiente para establecer cualquier 

modelo mediante una red neuronal artificial. Sin embargo, en este caso se 

encontró que, tal y como se verá más adelante, el empleo de dos capas 

escondidas brinda mejores resultados. La Figura 6.2. muestra la variación del 

ECM para dos de las arquitecturas estudiadas, a saber, la (3:6:4) y la (3:5:7:4). La 

variación del ECM para las otras arquitecturas no fue incluida por razones de 

simplicidad, pero sí 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⋅103 y 2⋅103 ciclos, y posteriormente disminuye la 

velocidad de cambio de esta variable. Otra tendencia muestran los ECM 

correspondientes al emplear los datos de validación. 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⋅103 ciclos.  
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El segundo caso es un ejemplo típico 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 generalización. Para evitar el sobre-entrenamiento se 

detuvo el desarrollo de la red en 4⋅103 ciclos. Lo anterior muestra la importancia 

del uso de un grupo de datos de validación durante el desarrollo de una red 

neuronal artificial18. Aun cuando la exactitud en la clasificación de ambas redes fue 

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

(3:6:4) arrojó dos resultados "desconocidos"19 al utilizar los datos de prueba 

                                                 
18 El lector interesado es referido al Capítulo 4, Sección 4.4.4., para una revisión de este aspecto 
en particular en el desarrollo de una red neuronal artificial. 
19 Se habla de un resultado "desconocido" cuando los códigos de salida de una red neuronal no se 
corresponden con ninguno de los códigos utilizados para designar a los especímenes de estudio. 
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(desempeño general 93.0%). Por esta razón se escogió finalmente a la red 

(3:5:7:4) como herramienta de clasificación.  

La Tabla 6.4 muestra el desempeño de la red escogida a partir de los 

estudios anteriores en la clasificación de las muestras de cocuy. La superioridad 

de esta aproximación es clara, al compararla con los métodos más convencionales 

(LDA y QDA). Esto último es atribuible al hecho que, no sólo los datos originales 

no son linealmente separables sino que, además, se requiere de una función más 

compleja para lograr una clasificación más exacta. A través del ajuste de los pesos 

de las neuronas, las redes neuronales artificiales son capaces de desarrollar 

funciones extremadamente complejas, lo cual sería imposible emular mediante 

otros medios matemáticos.  

 

6.5. Conclusiones.  
Se evaluó la aplicabilidad de diversas técnicas quimiométricas (análisis 

discriminante lineal y cuadrático), así como de las redes neuronales artificiales 

para la determinación clasificación de muestras de aguardiente de Cocuy, basado 

en las concentraciones de Cu, Fe y Zn. Las redes neuronales mostraron un 

desempeño claramente superior que las técnicas quimiométricas (capacidad de 

predicción: 97% vs. 50% y 72%, respectivamente). La alta dispersión 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 

predicción de estas herramientas estadísticas. Lo anterior representa un claro 

ejemplo de las capacidades de las redes neuronales en el desarrollo de modelos 

matemáticos complejos, con fines de clasificación, sin las limitaciones que 

presentan muchas técnicas quimiométricas. Actualmente se están llevando a cabo 

estudios adicionales que permitan mejorar el proceso de clasificación de dichas 

bebidas, tomando en cuenta la presencia de otros elementos que podrían 

proporcionar información adicional sobre el origen geográfico de la materia prima 

empleada en la fabricación de las mismas.  
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