CAPITOL IV

DETERMINACIO CINETICA DE MESCLESTERNARIESD’ALDEHIDS
PER REACCIO AMB 3-METIL-2-BENZOTIAZOLONA HIDRAZONA

IV.1. OBJECTIU

En aquest capitol es desenvolupen dos métodes cinético-espectrofotometrics per a I'andlisi de
mescles ternaries d aldehids difatics de baix pes molecular que formen part d’aguns dds
detergents comercials utilitzats en la desinfeccid hospitalaria Ambdds es basen en la reaccio
d’ aguegsa dehi dsamb3-metil - 2-benzotiazol onahidrazona(MBTH) sotasituaci onsexperimentals
diferents, i I'gplicacié de lestecniques de calibracié multivariables, tals com laregressié Parcial
per Minims Quadrats (PLS) i les Xarxes Neuronals Artificials (ANNS).

Aquest objectiu és doble i es materialitza en dos procedi ments diferents en els quds es

mostra lagran capacitat dels metodes cinetics en resoldre sistemes eeciament complicats:

En el primer métode cinétic, la mostra es dilueix de forma que € reactiu es troba en un lleuger

excés, fert que lareaccio que té lloc sigui de segon ordre.
End segonmetode, lamostras’ afegeix directamert alamescladereaccioond reactiu estroba

enun considerabl e defecte, fent que en aquestescondicionslacineticasigui de pseudoprimer ordre

respecte al reactiu.
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IV.2. INTRODUCCIO

L’ analis de mostres que contenen mescles complexes de compostos quimics congtitueix un dels
reptes de la quimicaanalitica actual, especialment quan aquests compostos presenten estructures
i propietats similars i, per tant, s'interfereixen matuament en la sevadeterm nacio.

Laresoluci6 d aquest problemas’ haabordat classicament utilitzant técniquesde separad 6,
perd per la determinacio d’ un nombre reduit d’ analits, I’ aplicacio dels métodes de cinética
diferencial, registrant I’ absorbancia a unnombre gran de longitudsd’ ona i gplicant unacdibracio
multiverisble s'ha demostrat modernament com una alternativa potencialment competitiva,
especidment d HPLC, jaquees redueix considerablement el temps d andlisi i S evita(o redueix)
I’ tsde dissol verts organics [ Pérez-Bendito, 1990; Cullen, 1997]. Mdgrat aixo, lasevaaplicacio
amostres reals d' interes industrial és encara relativament escassa

Mostres industrids que presenten aquesta problematica son les mescles d’ ddehids
utilitzades com adesinfectants. Aixitrobem en el mercat detergents per lanetgjai desinfeccio per
equip medici quirdrgic, i també de superficies, que contenen habituament mesclesdeformadehid
(1), glioxal (11) i glutaraldehid(l11).

0
Ue2® ”‘““c”‘o Hé? i
H ’ N CH
| I 1l
Esquema 4.1

La majoria dels metodes descrits en la bibliografia per a la determinacié de mescles
d’ aldehids provinents dun ampli ventdl d'aplicacions indugrids, aixi com per I'estudi de la
pol lucié ambiental, utilitzen lacromatografiaHPL C ambdetecci6é UV-Visible ofluorescent dels
productes resultants d’ una derivatitzacié previa dels analits, normalment amb compostos de la
familia de les hidrazines [Papa, 1972; Selim, 1977; Dahlgran, 1988; Karst, 1996; Menet, 1996;
Buddt, 1997]. Aquestametodol ogiaanal tticaestaampliament establertaen|’ actualitat per I’ andlisi
de mostres complexes degut a problema de la manca de sdectivitat en la determinacié deds

diferents components.
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S handescrit també di versos metodes per la seva determ nacié espectrofotonetrica basats
en laderivatitzacié cromogenica amb un nimero ampli de reactius que tenen en comd un grup
amino primari com agrup derivatitzant [Konnors, 1973]. Un problema d’aguests metodes es que
tots els aldehids donen la mateixa reacd6: formacio de la imina, i per tant I'egpectre des
compostos formats és molt semblant. En alguns casos el formaldehid té un comportament
diferenciat, ja que pot reaccionar amb dos molecules dd reactiu, generant productes d estructura
I espectre diferent ala dds altres aldehids [Komors, 1973].

La diferéncia fonamental entre els diferents aldehids és |la cinética de la reaccid, que
generalment és molt més rapida pel formaldehid i més lenta a mesura que augmenten €s
impedimentsestericsproduitsper lacadena difatica Aixi, enuntreball[Zurek, 1997] esdescriuen
dos metodes fotomeétrics, basats en la reaccié amb 3-metil-2-benzotiazol ona hidrazona (MBTH)
i 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol e (Purpald) respectivament, per ala determinacio
del contingut total d’adehids en solucions comercials desinfectants. En els dos procediments, les
condicions d'andisi son optimitzades per la determinacid de formaldehid, i les mesures
fotométriguesson portadesaterme auna tnicalongitud d’ ona. Ambddspresenten unasensibilitat
molt baixa pels altres al dehids, especialment pel sdialdehidscom ésel gioxal, i elsreaultatstrobats
del contingut total d'aldehids en les mostres de desinfectants sdn malt inferiorsals reals, fins a
punt que € metode Purpad es pot considerar selectiu pd formadehid i no detectala preséncia
dds altresaldenids. En resum, els dos métodes fotometrics desenvol upats no son adequats pe a
determinacio del contingut dels diferents aldehids

I|:H3 K1 (l-:H3 R

M R\ kg [HY] M |
T + o 22 O]
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Esquema 4.2
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En aquest capitol es posen a punt dos procediments per a la determinacié simultania
cinetico-espectrofotométrica de formadehid (1), glioxd (11) i glutaraldehid (111), continguts en
detergent desinfectants comercials, a partir de la reaccié de condensacié amb 3-metil-2-
benzotiazolona hidrazona en medi &cid per a donar la corresponent aldazine, on es va escollir
aguest reectiu pe ser prou sensible pelstres andits.

Lareaccio de condensacio té lloc en dos passos (esquemad.2) | esta fortament af ectada pel
pH, ja que tant |’ etapa d’ addicié com la de deshidratacié estan catalitzatdes per ions H*. La
velocitat de reaccio del procés global esta descrita per I’equacio 1. El perfil de la velocitat de
reaccié frort el pH presentaun maxim apH 4-5 per alamajoriade sistemes i després disminueix

amb |’augment de |’ acidesa del medi.

v = k3[]:_]:+ ](kl + k2 [H+]) [L']BTH][RHCO] (1)
k_ +k_,[H ]+ ks[H"]

La complexitat del problema abordat ve determinada per lagran smilitud entre ds andits
i els seus productes de reaccio, aixi com de la propia mostra, on hi ha presents tensioactius i
colorants, dels quals es desconeix tant la seva naturalesa com el seu contingut. Els dos
procadiments cinétics que es presenten volen ser dues alternativesvalides on s'intenta trobar les
condicions experiment s més favorablesper al’ andis d’ aquest sistema. S’ obtenen dos sistemes
quimics totalment diferents i pronund adament no-lineals.

En el primer métode la mostra es dilueix préviament, per evitar interferencies per part
d’ altres especies contingudes en les mostres reals. Per altra banda, es treballa Unicament en un
lleuger excés de reactiu ja que aquest absorbeix en la regié espectral d'interés, i en aquestes
condicionsla reaccié segueix unacinética de segon ordre.

En & segon metode, s ha volgut facilitar el trebal d’analis der utinaafegint directament la
mostra sense diluir a la mescla de reaccio. En aguestes condicions el reactiu es troba en
condderable defecte respecte als ardlits, i tenim gue les reaccions segueixen una cinética de
pseudoprimer ordrerespecteal reactiu. A més s han detectat interferénciesdelamatriu, atribuides
alapresenciadd tensoactiu, pd quelacaibracio s harealitzat utilitzant un sistemamixta, format
per mescles dels aldehids per cobrir un interval ampli de concentracions i per mostres reals per

incorporar |'efecte de matriu en el caibrat. Aquest tipus de sisemes mixtos per a congruir la
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cdibracié ésampliament utilitzat en dtres tecniques espectroscopiques com €s la espectroscopia
d’infraroig proxim (NIR) tant de mostres solides[Blanco, 1998] com liquides [Riley, 1998].

En ambdues dtuacions es considera idonia I'utilitzacio des méodes de calibracio
multivariable pel processament de les dades experimentals S utilitza la regressio parcia per
minims quadrats (PLS), que déna molt bons resultats pel primer metode, pero no tan bons pel
segon, eecialment pel component minoritari (glutaraldehid), cosa que s ha atribuit al’ elevada
no-linealitat del sistema. Per aquest segon metode s ha assajat també una calibraci 6 mitjancant les
xarxes neuronals artificials (ANN), utilitzant com avariaddes d entrada els scores d’ un analig en
componentsprincipal sdelamatriu de dadesespectrals (PC-ANN). Lautilitzacio d’ agquest métode
de cdibracié permet millorar consider ablement la prediccio dd glutarddehid, fent-lacomparable
aladels dtres analits.

Finalment el s resultats obtinguts per I aplicacio decada undes metodes, escontrasten amb
un métode de referencia En aquest cas, s ha adaptat un metode HPLC, préviament descrit ala
bibiografia[Zurek, 1997].
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IV.3. EXPERIMENTAL

IV.3.1. REACTIUS | DISSOLUCIONS

Les diferents dissolucions de trebal es preparen mitjancant adequada dilucié de les solucions
aquoses comercials de cada aldehid (Aldrich), @ contingut de les quas es determina
volumétricament: formaldehid 36,68 + 0,04 % (w/w), glutaraldehid 25,67 + 0,06 % (w/w) i glioxal
37,75 £ 0,11 % (w/w). El contingut de formaldehid es troba mitjangant e métode del Na,SO,
[Encyclopedia of ICA, 1971], i valorant amb acid sulfaric préviament esandaritzat, |’ hidroxid
sodic dliberat, essent I'indicador utilitzat la timolftaleina. El contingut de glutaraldehid i glioxd,
es determina per reaccié amb una dissolucié aquosa de clorhidrat d” hidroxilamina H,NOH.HCI
[British Pharmacopeia, 1993], i valorant amb hidroxid sodicpréviament estandaritzat, |’ &cid lliure
format, utilitzant comaindicador € blau debromofenol. Toteslesdissolucionsun cop preparades
es guarden a 4-5°C en neverai es protegeixen delallum.

S analitzen dues dissolucions desinfectants comercials ( Diesin® Normal i Diesin® Rapid,
de Henkel, Montornés del Vallés, Espanya), essert les dues forcadiferents tant pel contingut en
aldehids com per I’ aspecte (una és incolorai I’altra de color grocintens) . Elscontingutsnominas
enl100 g de solucio desinfectant sdbnde 0,7 i 8 g de formaldehid, 1,81 8 g de glioxal i 0,4i14,5¢
deglutaraldehid, en Diesin® Normd i Diesn® Rapid respectivament. Lanaturalesai el contingut

de laresta dels components es descone .

IV.3.1.1. DISSOLUCIONS UTILITZADES EN ELS METODES CINETICS

L es dissolucions dels aldehids purs, es preparen, de forma que, un cop dissenyat €l conjunt de
mostres de calibracid, la concentracié en els detergents desinfectants es trobi € més a prop
possibledel nivdl central.

En d primer dels metodes cinetics es preparen cada dos dies les dissolucions estoc dels
diferents aldehids purs pe pesada directe i aleshores, les dissolucions de trebdl (formadehid
3,68x10° M, glioxal 3,96x10° M i glutaraldehid8,40x10*M), es preparen diariament apartir de

142



Capitol 1V

dues dilucions consecutives deles anteriors. Un cas especial és €l formaldehid que es prepara de
nou cada dia degut a la seva mgjor inedabilitat.

En & segon métode cinétic, es preparen també cada dos dies les dissolucions estoc dels
aldehids purs per dilucié adequada de les dissolucions comercials, pero a diferencia d’ abans,
aquestes dissolucionscongitueixen jalesdissolucionsde partidaper la construccié del conjunt de
mostres de calibracid. Les concentracions d’ aquestes son les segients; formaldehid 2,646 M,
glioxa 3,391 M, glutaraldehid 0,4357 M.

A partir de les dissolucionsde treball, es preparen en diferents dies el conjunt de mostres
per ala construccio dels models de calibraci 6. Aquestes mescles contenen elstres aldehids aunes
concentracionsvariables, i esguarden protegidesdelalluma4-5°C. Per 0 malauradament, estroba
quelavelocitat delareaccié dd glioxa depéen de formamolt important del temps que transcorre
des dela dilucio dela solucio estoc, atribuint aquest fet a diferent grau de polimeritzacio en que
estrobaen lessolucions. Aixi, per td d obtenir unabona reproduibilitat en s resultats, esdeixa
sempre un temps superior ales dues hores abans de mesurar les mostres que & contenen.

En ambdos sistemes cinétics esmanté el pH del medi de reaccié constant, en el primer amb
un tampo citrat-fosfat pH (H,O) =5, i en @ segon amb una solucié HCI 0,01 M; laforcaionica
del medi dereaccié esfixaaunvalor de0,5M amb KCl. Per evitar possiblesreaccionscolaterals
per meall scontingutsen lesnostres, | esdissolucionstampé contenenuna concentracio de EDTA
1x10° M. Ambduesdissol ucions tampd estan preparadesen 40 % (v/v) isopropanol:aigua, jaque
la reaccié dels compostos dicarbonilics generen productes de condensacio insolubles en aigua.
També s han utilitzat altres solucions tampons per fer algunes proves, i nomésdir que els diferents
valors de pHs que s’'indiquen per aquestes solucions, es corresponen sempre d pH en solucio
aguosa abans d' afegir € isopropanol.

L esdissolucio estoc del reactiu 3-metil-2-benzotiazol one hidrazona (MBTH) (Aldrich), es
preparacadadia per pesada directe, i ladissolucio de treball s obté apartir deladilucié enaigua
bidestil 1ada de I anterior, essent la concentraci6 final de 2,10x10° M.

L’andid de les modres de desinfectants comercials es realitza en diferents dies, agafant 9
aliquotes dels detergentsi afegirt-les d medi dereaccid. En d primer metode les diquotes dels
dosdetergents, esporten primer alaconcentracio adient per mitjade variesdil ucionsconsecutives
en aiguabidedil lada. En canvi, en el segon metodes’ & egeix directament ala aubeta de reaccio,

un volum determinat del detergent Diesin® Normal. De fet, I’objectiu que es busca quan es
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desenvolupa aquest segon métode cinétic d andisi, és d de fadlitar al maxim I'andis de les

mostres reals.

IV.3.1.2. DISSOLUCIONS UTILITZADES EN HPLC

Per aladeterminacié cromatograficas utilitzaCH,CN (Panreac, HPLC) comadissolvert i d uent,
I 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) (Prolabo) com areactiu derivatitzart.

Lapreparacio dd reectiu 24-DNPH, esfa seguint d procediment descrit per Shriner et d.
[Shriner, 1980]; esdissolt 1 g de 24-DNPH en5ml d acid sulfurric concentrat, S addicionen 7 ml
d’aiguabidestil lada gotaagotai amb agitacio constant, i aleshoreslasolucié resultant s afegeix
a25 ml d'etanol.

L’ analisi de les mostres de desinfectants comercials es realitza en diferents diesmitjancant
el metode de I’addicio estandard, sobre un total de 4 aliquotes de cada una de les mostres,
determinant aixi €l contingut dels aldehids en dos lots de Diesn® Norma i un lot de Diesn®
Rapid.

IV.3.2. PROCEDIMENT CINETIC D’ANALISI

En ambdos casos el procediment experimertal ésel meteix. Les diferents dissolucions preparades
s afegeixendirectament alacel laespectr ofot ometricamitjancant I’ isdemicropipetes. Inicialment
safegeixen 1,9 ml de la dissolucié tampd i seguidament 0,1 ml d’ una de les mescles d’ a dehids.
Lesconcentracionsfinals de formaldehid, glioxal i glutaraldehid estroben compreses en el primer
métode cineétic entre (0,50-3,0)x10°M, (0,50-3,5)x10°M i (0,21-0,62)x10°M respectivament, i
en e segon métode entre (1,22-3,72)x10°M, (1,69-5,12)x10°M i (0,23-0,70)x10°M
respectivament.

Lacubetaescol locaaeshoresal’ espectrof otometre, mantenint latemperaturaa25,0 + 0,1
°Ci sinicial’agitacio constant. Desprésd’ uns minuts, esregistral’ espectre dereferénciai llavors
comenca lareaccié per I addicié, jaen tltimlloc, de 0,1 ml de ladissolucio de reactiu, essent la
concentracié final en cubeta de 1x10* M. El regidre de la cinética S'inicia als 10 segons de

I"addici6é delaprimeragotade reactiu, tempsques agafa com atempsinicial de reaccio, i després
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d’ haver invertit unes tres vegades la cubeta ben tapada. Tant la temperatura com [’ agitacio es
manté constant durant tot el registre ciretic.

L’ espectre UV-Visible del sistema reaccionant esregistraaintervalsde 2 nm enel rang de
longituds d’ ona de 200-500 nm per €l primer metode i de 290-470 nm pel segon, i aintervals de
10 segons durant 15 i 10 minuts respectivament, utilitzant un temps d’ integracio de 0,51 0,3
Segons.

Per I’analis dels desinfectants comercials es seguax el mateix procediment que per les
mescles preparades anteriorment; enel primer metode cinetic s’ afegeix unvolum de 0,1 ml deles
diferents aliquotes sotmeses a una considerable dilucié (un factor de 1:500 i de 1:5000 per
Diesn® Norma y Diesn® Rapid respectivament), mertre que en el segon métode es s afegeix
directament un volumde 0,1 ml deles diferents mostres. En aquest segon métode només es va
analitzar una de lesmodres (Diesn® Normal), jaque I altra presenta un color groc intens, que

en les condicions de mesura ocasiona unasaturacio del detector.

1V.3.3. PREPARACIO DELS CONJUNTS DE MESCLES AL LABORATORI. CRITERI D-
OPTIM.

Per cada metode es preparen per duplicat, en diesdiferentsi ambun ordre totalment aleatori, un
total de 82 mescles. 50 d’aquestesmesdes s utilitzen per apreparar els models de calibracid i 32
com conjunt de predicd6. Les mescles de prediccio son dividides en dos conjunts de 16 mescles
cada un d’ells; un conjunt de test-set per definir els models de caibracié construits, i un conjunt
de prediccio externa per comprovar la capacitat predictivareal dels models.

El disseny dd corjunt de mostres és un punt clau en la construccié dels models de
calibracio, ja que d’ aquest disseny depenen molt tant la precisié com laexactitud ddsresutas
obtinguts. La utilitzacio d' un disseny factorial complert amb un nimero sufident de nivells per
a cada especie, seria I'opcid que donaria una millor qudlitat en es resultats. Perd donada la
complexitat del sistemai laprevighbleexistencia deno-linealitas s opta per un mode de 5 nivells
de concentracions per a cadaadehid; aquest model complert obligaala preparacié d’ un nimero
de mesdes que es considera excessiu (5° més duplicats), pel que esvafixar arbitrariament com un
numero adequat €l de 50 mescles de calibraci6. Per a seleccionar aquestes 50 deles 125 possibles,
S utilitza el criteri D-0Optim [Carlson, 1992]. Aquest criteri és ampliament utilitzat en disseny
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experimental per generar dissenys reduits que aportin la maxima informacié d'un conjunt

d’ experiments possbles, i permet obtenir lamaxima preciso enI’estimacié dels parametres dels
models construits.

(;latat aldehid

Figura 4.1. Composicié de les mescles de calibrecio
(1), detest-set ( ), i de predcd6 (**).

La seleccio dels nivells de concentracié dels tres aldehids es fa de forma que les
concentracions dels diferents preparats comercias, es trobin € més a prop possible dd nivell
central dd disseny, i que ahora es valors d' absorbancia regigrats no superin a 1 en la zona

espectral d'interés. Elsnivells extrems del disseny s escullen de forma que es corresponguin aun
+ 50% 0 + 75% de la concentracio en d nivell central per acadaandit.

El conjunt de mescles de prediccio (conjunt de test-set i conjurt de prediccié externa)
sescull dd conjunt restant de mostres no utilitzades en la cdibracio, de formaaleatoriaen cada

un dels métodes. Les concentracions decada analit en aquests conjunts, es troben aixi compreses
dirs del intervd sde concentracio definitsper les mostresde cdibrad 6.

A lafigura4.1 esmostralacomposicié deles diferents conjurnts de mescles preparades, pel
prime méode dnétic esudiat.
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V.3.4. REGISTRE | PROCESSAMENT DE LES DADES

El registre dels espectres a diferents temps dels productes resultants de la condensacié dels tres
aldehids, es reditzar mtjancant ' eectrofatomere de UV-Vidhe de diodes en linia Hewlett-
Packard model HP-8453 A, que porta incorporat un bany termostatic i un sistema d’ agitacio
intern.

Del registre dretic, s ohté per acadamodra unvecdor que conté els diferents espectres
registrats, ordenats seqiienciament per temps creixent de reaccio; 13741 vdors d absorbancia
(151 longituds d ona x 91 espectres i 5551 (91 longituds d’ ona x 61 espectres), pel primer i
segon metode dnetic regpectivament. Aquest vector conté els. Per tal de facilitar els calculs, es
redueix forcala quantitat de variables atractar, escollint els valors d’ absorbancia més espaiats i
agafant un nombre menor de temps.

A partir dela matriu de dades cinéico-espectrof otométrica obtinguda amb el conjunt de
totes les mostres, es construeixen els diferents models de calibracié utilitzant I’ agoritme PLS
incorporat en € programa Unscrambler versio 6.1, i utilitzant les xarxes neuronals artificids
(ANN) incorporadesen el programaNeural-Connection.v. 2.0.

La congtruccio dds diferents models PLS esfa utilitzant el méode detest set, i la matriu
dedadesescentrapreviament al seu processament. S’ assagendiferents model s per tal d’optimitzar
el mode espectral (absorbanciai primeraderivada), el rang delongitudsd’ onadetreball, i el temps
deregistre cinetic, amb I' objectiu de minimitzar I’ error de prediccié de lesmostres. El nimero de
factors que s escull és el menor que presenta un error quadratic mig de prediccié, PRESS, no
significativament diferent del minim, seguint € criteri de significacio proposat per Haaland and
Thomas que utiliza un F-test amb una probabilitat P = 0,25.

El tipusdexarxaques utilitzaenlaconstrucci6 delsdiferentsmodelsANN és I'anomenada
Multi-Layer Perceptron(MPL) amb unasolacapaoculta(i, h, 0), i e procediment d’ aprenentatge
de la xarxa es basa amb I’ algoritme de gradient conjugat, on els parametres d aprenentatge son
modificats pel mateix programa de calcul emprat.

S’ assagen parametres estructurals de la xarxa com és el nimero de neurones en la capa
d’entradai en lacapa oculta, aixi com la funcié de trandferencia (lineal, sgmoide o tangencid)
utilitzada per cada neurona, i finalment el rang inicial i la distribucié dels pesos (gaussiana o

uniforme) per lesconnexions entre neuronesde diferents capes. Pel quefaal nimero de neurones
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en la capa de sortida, es procedeix de forma diferent en els dos métodes cinetics desenvolupats.
En d primer sstema, la capa de sortida conté tres neurones que es corresponen amb les
concentracions dels tres aldehids, cosa que ens permet utilitzar un Unic modd per a lacalibracié
conjunta, i aixi escurcar € temps de cacul. En canvi, en € segon sistema es creu més oportu
utilitzar una Unicaneurona de sortidai trebdlar cadaaddehid per separat. Aixo d entrada allarga
molt es cdculs, perd es pensa que ds resultats tendiran a ser millors que en el procediment
anterior.

Previ alacongruccio ddsmodes ANN, essegueixendues estrat egiesdiferentsper a reduir
el nombre tant elevat de variables a tractar, i que fa impossible usar-les directament en la capa
d’ entradadelaxarxa En laprimeraestrat égia escongrueixen models PC-ANN, ons' utilitzacom
a dades d’entrada ds scores d'un model PCA de les dades cinetico-espectrals. En la segona
edraegia es construeixen models ANN a partir d’ unes poques variables originals escollides de
forma empirica.

La sdecci6 dds valors dels parametres optimsper a la construcci6 dels xarxes no ésfacil
ni rapid, ja que hi ha molts parametres a estudiar, i dhoraaquests es troben rd acionats en cert
grau. El criteri que sadopta és el d escollir els models ANN més simples els quals presentin el
meror eror deprediccio deles mostres detest set, i que dhora no hi hag un sobreajust acusat.

Finalment, per tal defacilitar lacomparacio i interpretacid del sresultats obtinguts en cada
un delsdiferents demodels provats, es calculal’ eror estandard relatiu de prediccio (RSEP%), la
reproduibilitat limit Ri la desviacio estandardr daivamitjaentre replicats(A RSD%) pels diferents
conjuntsde mostres. En aquests conjunts esta inclos € conjunt de mostres de prediccio extern,
el qual no s utilitza en cap etapa de la construccio dels models. Degut a gran volumde variables
aestudiar, end alguns casosesconsderaoportl queds resultatsobtingutspels diferentsmodes
ANN, siguin comparats entre ells mitjancant |’ error quadratic mig de prediccié RM SEP. Aquest
parametre s obté directament dd programade calcul emprat, i malgrat Sgui unerror absol ut, ens

dona unaidea sobre quin dels models ANN assgjats, S obtenen els millors resultats.
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Figura 4.2. Epectres UV-Visble delesDN Phidrazonesdel formadehid
5x10°M (—), glioxal 3x10°M(---), i glutaraldehid 2,5x10°M(- -).

IV.3.5. PROCEDIMENT CROMATOGRAFIC

La DNPH reacciona anb adehids, aixi com també amb cetones, seguint I'esquema gereral
seguent:

=]
H MH
RN; 2 HHN,N:<H
(A + QUM
2 L R\ H z e
+ /C:U - |
H -H,0
MO, MO,
CMPH
Esquema 4.3

El glutaraldehid i d glioxd reaccionen amb dos mols de DNPH, per a donar lloc a les

corresporents bishidrazones. Els espectres de les DNPhidrazones derivades del formaldehid,
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glutaraldehid i glioxal en CH,CN es mostren a la figura 4.2, les quals presenten s maxim
d absorbanciaa 350, 360 i 434 nm, respectivament. A lafiguraespot observar quelabishidrazona
del glioxal presentaun fort desplacament cap alongituds d’ onasuperiors comparat amblesaltres

hidrazones, fet que sexplica per la formacié d un llarg Sstema conjugat en la derivatitzacio

(esquema 4.4).
H MH
B Vi - NTCHCHN
0N =
2 I H —
2 -2 Hy0
MO,
DMFH
Esquema 4.4

L’ aplicacié directa del métode a les nostres mostres, basant-nos amb|les dades trobades a
la bibliografia, dona lloc a resultats poc reproduibles, i és per aixd que es nodifica aplicant el
meétode de |’ addici6 estandard. S’ & egeixendif erents quantitatsdelstresaldehids sobre un mat eix
volum de mostra, i es procedex a laseva derivatitzacio. Aixi matax, lacomposicio de la fase
mobil es modifica lleugerament. A partir delarealitzacié d' un conjunt d' experiéncies, onesvaria

la composicié de la fase mobil, s escullen les seglients condicions:

Una columna de fase reversa C; Spherisorb ODS-2 (15 cm de longitud, 0,46 cm de
diametre intern, dimensio de particulade5 m, Trace)

Fase mobil: gradient CH,CN/Aigua, 4 minCH,CN/Aigua54% (v/v) i despréss’ augmenta
al 70% (v/v) en 20 minuts

Cabal: 1 ml/min

Volum d'injeccio: 20 1.

Deteccid: 350 nm, 360 i 434 nm

Per cada detergent es prepara unarecta de cdibracié a partir de 5 aliquotes, on cada

aliquotaestractatd i com esdescriu; s agafa un volum0,2 ml delamostra préviament diluida en
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aigua bidestil lada (un factor 1:100 i 1:1000 per Diesn® Norma i Diesn® Rapid,
respectivament), s afegeix un volum variable de les dissolucions pures dels diferents aldehids, i
finAlment s afegeix 1,5 ml de la solucié de reactiu. La mescla es deixa reaccionar uns10 minuts
amb agitacio constant, i passat aquest temps, es porta a un volum final de 25 ml amb CH,CN.
S'injecten les diferents aliquotes al cromatograf per triplicat, després d’ ésser filtrades
mitjancant un filtrede 0.22 m dediametre de porus. Les diferents concentracions contemplades
en larectade calibracio, s escullen de maneraquelaconcentracié centra sigui molt proximaala

concentracio teorica en € detergent, i que existeixi unarelacio lined entre 'area dd pic i la

coneentrecio.
Formaldehid
248+
i 20
r
1B
a b :
" [ B 18 12 14 18 18
TEMPS {minuisl

Figura 4.3. Cromatograma duna mostra de Diesn® Rapid (diluida factor
1:1000),enregistrat a 360 nm.

En aguestes condicions, €l cromatograma s'enregistra a les longituds d’ ona dels maxims
d absorbancia de cada una de les especies, essent € tempsde retend 6 de 3,6, de 14,8 i de 16,8
minutsper |les DNPhidrazonesdel formaldehid, glioxal i glutard dehid repectivamert. A lafigura
4.3 es modra un cromatograma enregistrat a 360 nm, per a una de les mostres de desinfectant
després de reaccionar amb DNPH. S’ observaun pic ben definit per la hidrazonadd formddehid,
dos pics per labishidrazona dd glioxal corresponents as dos iomers que es formen [Zurek,
1997], i un pic forca ample per la bishidrazona del glutaraldehid. També s observen bandes

corresporents a altres components gue formen part de la composicio dels desirfectants. Pel
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glutaraldenid també s ha descrit la formacid de varis isomers en el procés de derivatitzacio
[Lindahl, 1995], i la banda tan ampla que apareix en el cromatograma, €s resultat de la
superposicio des dosisomer que esformen mgoritariament en les nostres condicions de trebal.

Es determina el contingut mig de formaldehid, glioxal i glutaraldehid a partir de I’ analis
d’un total de 4 mostres de dos lots de Diesn® Normal i un lot Diesin® Rapid.
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|V.4. METODE CINETIC PER M OSTRES DILUIDES
IV.4.1. INTRODUCCIO

En aquest apartat es posa a punt un procediment per a la determinacié simultania cinetico-
espectrofotometricade formaldehid (1), glioxal (11) i glutaraldehid (111), en mostres molt diluides.
La concentracio de reactiu ésigual o lleugerament més alta que la concentracié combinada dels
tres analits en les mostres, cosa quefaque enstrobem davant d’ un dstema cinétic desegon ordre
de reeccio.

En untreball previ en el grup d'investigacio [Blanco, 19964] es va denostrar que mescles
binaries d’ especies quimicament nmolt iguas (quan les reaccions que tenien lloc seguien una
cinética de segon ordre) podien ser resoltes forca bé mitjancant I aplicacio de lestécniques de
calibracio multivarialles PLS i ANN.

En el sistema que ara s estudia, € reactiu no es pot posar en suficient excés al medi de
reaccio, ja que la seva banda d’ absorci6 es superposa de forma important a la dels productes
d’interés, i ameés, s ha vist que es descomposa lentament per adorar lloca compostoscolorejats
que també interfereixen al’ espedre.

En aquesta dtuacid, tant les concertracions dels analits com la del reactiu varien amb €
tempsi capd’ ellesespot suposar constant, cosaque representatenir un sisemaen el que el senyal
analitic no éslineal amb la concentraci6 dels ardlits.

Si considerem dos analits A i B que reaccionen amb un readtiu comu R per a donar lloc a
dos productes P, i P,, i congderant un mecanisme de segon ordre per ambdues espécies,

k4
A+R =D

kg
BE+E =P,

1

[B]z[A]+[E]

tenim que lavelocita de reaccié bé definida per laseglent equad 6:

d[Py] _d[P] __d[R] _ .
L 22 S k[ A)[R] +kp[BI[R) @
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onk, i kg sdnlescongantsde velocitat de A i B respectivament, i els coeficients estequiomeétrics
que afecten a cada especie son de 1.

Enlesetapes inicids dd trebdl, es busquen les millors condicions experimentals per dur a
terme la reaccio. Pero aquestes condicions estan limitades per varis fets. En primer lloc la
concentracié de reactiu queda fixadade manera que la seva absorbancia en lazona de treball sigui
baixa Per altra banda interessa que pels tres andits la reaccid sigui raonablement rapida i
suficientment sensible, per tal de poder diluir la mostra de forma que es minimitzin les possibles
interfer éncies provinents de la presenciad’ dtres espécies en les mostres objecte d’ andisi.

El seguiment de I’evolucié de la reacd6 es fa utilitzant un detector de diodes en linia,
registrant I’ espectre combinat del sproductes de reacd 6 amesuraque aqueds es vanformant. En
les condicions escollides, els derivats del formaldehid i & glutarddehid presenten espectres molt
smilars( .., 310 nm i 306 nm, respectivament), en canvi el espectre del deivat del glioxal esta
completament desplacat alongituds d’ ona superiors ( ., = 404 nm).

Finalment, €l conjunt de les dades registrades, es processa per mitjiade PLSi ANN.

IV.4.2. RESULTATS| DISCUSSIO

IV.4.2.1. REACCIO DELSALDEHIDS AMB MBTH

Lareacci6 de condensacio de compostos carbonilics amb reactius de la familia deleshidrazines
i altres nudedfils de nitrogen, per a formar els corresponerts derivats, es troba ampliament
descritaen laliteraturai utilitzada amb finalitats analitiques [Komors 1973]. La reaccio télloc
en dues etapes (I'etapa d' addicié seguida de la deshidratacio, esquema 4.2), i esta fortament
afectat pel pH del medi, jaque ambdos passos estan catalitzats per ionsH*. Laveocitat dereaccid
del procés global estrobaexpressada per I’ equacio 1. D’ aquesta maner g, la seleccié d’ un adequat
pH de treball constitueix un dels punts claus en el desenvolupament del metode.

El reactiu MBTH és ecallit per a la resolucio cinético-espectrofotométrica des tres
aldehids en estudi, ja que permet obtenir unes diferéncies condderables tant en la velocitat de
reacci6 com en els espectres dels diferents productes resultants. Grans diferéncies s observen

especiament en el derivat del glioxal, el qual escombinaamb dos molsde MBTH peradonar lloc
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a la corresponent bisddazine (esquema 4.5), cosa que complica encara més € mecanisme de
reacci0. Aquest derivat del glioxal caracteritzat anteriorment [Zurek, 1997], presenta un espectre
desplacat cap alongitudsd’ ona superiorscomparat amb lesaltreshidrazones, fet que s explicaper
laformecio d’un llarg sistema conjugat.

El mecanisme seguit pel glutaraldehid, no esta descrit, pero tenint en compte que estracta
d un compost dicarbonilic, podriaser que també es combinésamb dos mols de MBTH. Pero en
aquest cas, d trobar-se dsdosgrupsreactiusdelamoleculamolt separats, aquests es comporten

com a grups independents i no existeix la conjugeci6 arterior.

CH,

i
|
M H . K B
/\:N—MH2 + H + HEN—N:< |
3 o H gy
n:le3 fT“Ha
M M o
— >:N—N:CH—CH:N—N:< |
2H,0 g N

Esquema 4.5

A lafigura4.4 esmostren els egpectres d' absorbancia dels productes derivatsde lareaccio
de MBTH 1x10“*M, amb €s diferents aldehids a una mateixaconcentracié 5x10°M, després de

15 mirutsdel’inci i ales condicions de treball escollides (pH =5).
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Figura 4.4. Epectredd MBTH (—), i dels derivats del formaldehid
(—), glioxal (- -) i glutaraldehid (---).

Es pot veure com |’ espectre del derivat del glioxal esta totalment desplacat de laresta, ja
gue absorbeix en laregié dd visble on presenta un doble pic amb maxims a 404 i 416 nm. Els
espectres del formaldehid i del glutaraldehid, en canvi, sdn molt semblants entre ells, amb només
una diferencia d’'uns pocs nm entre s dos maxims dabsorbancia (310 nm i 306 nm,
repectivament), i a més, hi ha la contribucié de la cua dd reactiu en aguesta mateixa regié
epectrd. Aquest fort solapament que exigeix, faria dificil de resoldre el sistema pels metodes
espectrofot ométrics convencionals, pero aqui es digosa també de la informacid que ensaporta
la cinética de la reaccid, ja que els amdlits reaccionen a diferent velocitat. La relecio de les
condantsdevelocitat aparents formadehid/glutaraldehid, calculades a partir de larepresentacio
de lavelocitat inicial (en variacié d’ absorbancia sec', a310 nm) verslaconcertracid inicial d’ un
conjunt de dissolucions pures de cadaun dosaldehids, ésde2,1. A part, laintensitat delesbandes
dels productes derivats també és forca diferent, essent els valors d’ absortivitat molar aparent
calculats als maxims d’ alsorbancia de cada especie, de 16120, 18834 i 29322 |xcni*xmol™* pel
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formaldehid, glutaraldehid i glioxal, respectivament. Aquestes diferencies afavoreixen ds
compostos més lents, en aquest cas € glioxa i € glutaradehid, i aixo fa que augmenti la seva
contribucié a I’ absorbancia total de la mescla respecte a component rapid, en aquest cas €l
formaldehid.

1.0

ABSORBANCIA

-

0 1

TEMPS (hores)
1.2 - 1
1.0 -
A
5 0.8 1 2
B 0.6
]
2]
= 0.4
o
0.2 1
I]-I] T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
TEMPS (hores)

Figura 4.5. Perfil cinetica 310 nm (1) i 404 nm (2), d’ una mescla que
conté els tres aldehids.
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Essguex lavedocita dereaccio mitjancant el registre de |’ espectre complert de les bandes
dels productes de condensaci6 durant un tempsde 15 miruts. No s agafen temps meés llargs de
regigre, ja que en d temps conddera obtenim suficient informacio del sistema. Per altra banda,
en estudiar temps més llargs, s observa que I’ dsorbancia creix mica en mca i no arriba a
estabilitzar-se. A lafigura4.5 es mostra el pefil cinética 310 1 404 nm d una mesdaque conté
elstresaldehids (concentraci6 total de4x10° M ). Aquest comportament s’ atribueix aalgun tipus
de descomposicié que pateix € reactiu que queda en excés en d medi de reacd 6. Aqueda
descomposicié és molt lenta, perd a temps llags de registre arriba a «r consderable, i els

productes que s en deriven absorbeixen tarmbé en la zorma de trebdl.

3.0 -

= k3
] -
1 1

AAbsorbancia/ At *10°
[
»

Figura 4.6. Efecte del pH sobre la velocitat aparent de reaccio pel
formadehid (1), =310nm, glioxa ( ) =404nm, glutaraldehid (")
=306nm.

IV.4.2.2. ESTUDI DE LES CONDICIONS EXPERIMENTALS
La concentracié del reactiu a medi és una de les condicions experimentas que s’estudia
iniddment, jaque aquestapot modificar el mecanianedereaccié. L’ ided seriapoder utilitzar una

concentracié molt alta, per tal de convertir la reaccié de segon ordre en una de pseudoprime
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ordre respecte a la concentracié de cada un dels andlits, i aixi simplificar a mexim el sistema i
afavorir lesespéciesmeslentes. Per0aixo no éspossible, per lalimitacio quesuposala contribucio
de laseva bandaa 300 nmi € procés de descomposicio que pateix amb e temps. Aixi doncs, S
escull unaconcentracié 1x10“M de MBTH, concertracié quenomésés |lleugerament superior a
la suma deles concentrad ons del saldehids en les mostres.

A continuacié sedudia la influencia del pH de reaccié en € rang de 2-7, utilitzant
dissolucions pures 3x10°M de cada addehid i amb una concentracié 1x10*M de MBTH. El pH
del medi es fixa mitjancant tampons dtra-fosat, preparats amb un 40 % isopropanol/aigua, per
tal d’ evitar la precipitacié dels derivats del glutaraldehid.

ABSORBANCTIA
[} = Lo} = = = = el
e = b & L3 B e o

=
b

] 100 200 300 400 =500 G600 YOO SO0 900
TEMPS(nm)

Figura 4.7. Perfilscineticsa =310nm pelsderivatsdd fornaldehid (—),
glioxal (---), i glutaraldehid (- -). pH = 5.

Es comprova que mentre el pH del medi de reacci6 no modifica messa els egectres
d absorbancia de les diferents aldazines, s que influeix molt en les velocitats del procés de
condensacio pelstrescompostos. A lafigura4.6 esmostralavariacié delavelocitatinicia aparent
de reacci6 (en variacié d’ absorbancia sec?, als maxins de cada egpecie) ambel pH del medi. Es
pot veure que mentre que les corbespel formaldehid i el glutaraldehid sn forcaparal lels, essent

e formadehid el que presentauna major velocitat de reaccio, pel glioxal és separa una mica de
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la resta El dioxal és d compost que preserta la vdodta de reacdd més baixa, i agueda
augmentaamb el pH fins arribar aun pH de 5 on és maxima. A partir d’ aquest valor, la velocitat
baixa rapidament fins avalors molt petits. En canvi pel formaldehid i €l glutaraldehid, la vel ocitat
maxima s assoleix a un pH més elevat 5-6, i no es produeix una disminucio tant brusca a pHs
superiors. Una cosa que pot quedar confusaa lafigura 4.6, és que reament no esrepresentala
velocitat de reaccio Sind el canvi de I absorbancia vers el temps. Aquesta velocitat aparent, s
funcio de I’ absortivitat molar alalongitud d’ ona utilitzada, i per tant és tracta d’ una mesura que
combina la discriminacié cinética, funcio de la condant de velocitat, amb la sensibilitat
espectrof otométricadelesdiferentsespecies. Aixi, tenim que el canvi de|’absorbancia pel glioxal

€s molt petita a la regio espectral on absorbeixen els altres compodos (figura 4.7).
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Figura 4.8. Espectresdel MBTH adiferents pHs; 2,3,4 (—), 5(---), 6
()i 7(--).

També s observaquel’ espectre d’ dbsorbancia del reactiu és diferent en funcio del pH del
medi. A lafigura 4.8 es mostren els espectres del MBTH 1x10* M als diferents pHs estudiats.
Comes pot veure, amesuraque augmentae pH, gpareix una bandad’ absorbancia centradasobre

300 nm, laqual agafavalors forca ats apHs 6-7.
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Figura4.9. Perfils cinétics dels derivats del formaldehid (1) =310
nm, glioxal ( ) =404 nm i glutaraldehid (**) 306 nm, pH = 5.

Un copvig tot aixo, s escull un pH detreball de5, considerant que és el més favorable per
laquantificacio delstresaralits, jaque malgrat hi hagilabandadel reactiu superposadaamblades

productes d’ interésaguestano agafaval ors massaalts. En aguestescondicionss assoleix unabona
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velocitat de reaccio pelstres aldehids, i hora la diferencia en les velocitats de reaccio entre el
formadehid i el glutarddehid també és maxima. A lafigura4.9 esmostren elsperfils cinétics des
tres derivats (concentracié de 5x10° M) als maxims d’ absorbancia, on s apredia la diferencia
exigent entre el senyal dd formadehid i dd glutarddehid, i la preséncia d un temps d’induccio

pel derivat del glioxal, consequiéncia de la sevacinétics més complicada.
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Figura 4.10. Evolucio de I’espectre dels productes de reaccié d una
mescla delstres aldehids. Es mostren els espectresregistrats cada minut.

IV.4.2.3. ANALISI DE MESCLES TERNARIES D’ALDEHIDS

Un cop escollides les condicions experimentas mésidonies per adur aterme |’ andlig, es passaa
laquantificacio del formadehid, glioxa i glutaraldehid en mescles. A lafigura4.10 espot veure
la gran quantitat d’informacié que es genera en cada registre cinétic, un total de 13741 vdors
d’ absorbancia. La mescla que es trobarepresentada a la figura conté els tres aldehids a difererts
concentracions (3,0x10°M en formaldehid, 3,5x10°M en glioxal i 5,1x10°M en glutaral dehid).
La banda centrada sobre 300 nm inclou mgoritariament la contribucid de les aldazines del

formaldehid i glutaraldehid, i la banda centrada sobre 400 nm només la contribuci6 del’ adazine

162



Capitol 1V

del glioxal. En ambdues regions de I’ espedre |’ absorbanda creix de formadesgua, amesuraque
els diferents productes de reaccid es van formant. A lesfigures 4.11 A-B es mostren €s pefils
cineticsa310i 404 nm d’ aquesta mateixa mescla, aixi comels perfils decadaundel saldehids purs
a la mateixa concentracio. Mescles que contenen concentracions diferents dels tres aldehids,
presenten unaevolucio diferent en les dues regions espectrals i el sespectres global sson resultat
d’ aguesta nova combinacio. Per altra banda, es pot veure com lacontribucio del glutaraldehid a
I’ absorbancia total és forca petita si es compara amb laresta, i aixo és conseqliencia de la seva
baixa concentracié en les mostres que es volen anditzar. Aqui es demostra la gran importancia
d escollir lescondicions experimental s més idonies en cada problema plantegjat. En aguest Sstema
tanimportant és e fet que hi hagi grans diferéncies cinétiques comespectrals entreels components
analitzar, com que la contribudé de cada un d'€ells sigui prou gran per ser mesuralde. En un
sistema com aguest, també gjuda el fet d’ agafar untemps més llarg de registre, per afavorir que
la reaccié del compost minoritari tingui lloc en major extensio i aixi fer la magnitud de la seva
contribuci6é d senya més gran.

A les figures 4.11 A-B, també es pot apreciar com |’ absorbancia de la mescla no es
correspon ala suma de les absorbancies individuals. Aixo és perque al treballar en condicions de
segon ordre, la vdocitat de reaccié de cada un dels analits és fund6 dela svaconcentrecio i
alhoradelaconcentracio de les altres espécies presents lesqual s reaccionen també amb el reactiu.
Aquesta dependencia queda clarament plasmada a la figura 4.12, on es representen els perfils
cinetics a 404 nm per un conjunt de mescles que contenen la mateixa concentracio de glioxal
3,5x10° M i glutaraldehid 2,1x10° M, perd concentracions diferents de formaldehid (0,50-
3,0)x10° M. S’obsarva com lavelocitat de formaci6 de I'ddazide derivada dd glioxal, la qual
absorbeix en solitari aaguestalongitud d’ ona, éscadacop més petita amesura que laconcentracid

de formaldehid augmenta (Fet quetambé s’ obsarva clarament afigura4.11 B).
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Figura 4.11 A-B. Perfilscineticsa310nm (A) i 404 nm (B) delsaldehids
purs, formaldehid (- -), glioxal (....) , glutarddehid(---), i €s de la
mescla(—) que els conté ales mateixes concentracions.
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Figura 4.12. Perfils cinétics a 404 nm en mostres que presenten
concentraci6 creixent de formaldehid (0,5-3)x10-5 M, sentit fletxa.

1V.4.2.3.1. Construccié de nodels PLS1

Iniciament esva escallir laregressio parcid per minims quadrats, jaque malgrat és un metode de
regressio dissenyat per resoldre sistemes lineals, haestat utilitzat anteriorment en alguns sistemes
cineticsque esdesvien d’ un compor tament lineal, donant especialment bons resultatsen reaccions
gue seguei xen mecanismes de segon ordre.

Abans de congtruir els diferents models PLS1, es redueix la quantitat de variables
contingudesen lamatriu de dades cinético-espectrofotometrica. L’ objectiu és evitar un excésde
variables molt correlacionadesi eiminar part d' aguelles que no contenen informacié rellevant del
sstema quimic aresoldre, ja que d’ aquesta maneraes pot disminuir el temps de calcul i alhora
millorar la qualitat dels resultats. La seleccid es fa de forma empirica assgant varis intervas
espectrals, escollits en funcié dels espectres dels productes de reaccid. Es troba gue els millors
resutas s obtenen agafant la regid espectral completa, ja que tota ella aporta informacio

relacionada amb les concentracions deles dtres especies. Aixi s agafa de tota la regio espectral
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registrada, perd només els valors d' absorbancia de294-350 nm cada 2 nm, i de 350-470 nm cada
de 10 nmja gueen aquesta Ultima zona nomeés hi ha la banda ampla deguda al glioxal. Els valors
per sota de 294 nm s diminen ja que agafaven vaors massaaltsi alhora compliquen s modds
caculats. A pat, també s assagen modds ecdats pel glutaraldehid, pero es resultats son molt
pitjors.

També sassagen diferents model PL S per veure s és possible disminuir € numero
d’ espectres en elsregistres, ja sigui espaiant-los en € temps o bé agafant un interval més curt. Es
trobagquetant el formaldehid com € glioxa es quantifiquen molt béinclis agafant temps curtsde
registre, mentre que pel glutaraldehid els millors resultats s obtenen amb tots els 15 minuts de
registre. Aixo éslogic, ja que essent el component miroritari i de velocitat global de reaccid més
lenta, la seva contribuci ¢ a la absorbancia de la mesclaté lloc preferentment a tempsfinals, quan
quad tot d formaldehidi gioxal jahanreacciona.

El nimero de factors significatius trobat s ens els models PLS1 és de 11 pel formaldehid i
glutaraldehid, i de 8 pel glioxal. Aquest valor tant elevat de factors, € qual és molt superior a
numero d’ analits, s atribueix al fet queel PLS modelales no-linedlitats degudes al mecanisme de
reaccio, augmentant el nimero de fectors. A lataula4.1 es mostra el RSEP%, la reproduibilitat
limit (R) i la ARSD% obtinguts ad quantificar els diferents conjurts de mostres preparades a
laboratori.

S observa que € formadehidi el glioxd esquantifiquen amb molt bonaexactitudi precisid
(RSEPi ARSD 1,5%), mertre quepel glutaraldehid la quditat dels resultas és inferior (RSEP
I ARSD 4%) encara que es pot consderar suficientment bona tenint en compte la seva baixa
concentrecio. La similitud entre els valors RSEP% i ARSD% indica la absencia d’errors
sistematicsen |’ gjust del model de calibracio i quelesdiferénciestr obades enladeterminacio dels
andits es deuen alareproduibilitat del procés cingtic de mesura, i per tant, €l soroll de lesdades
cinétiques, o constants de velocitat, afecta molt més al glutaraldehid com a conseglienciade la
seva baixa contribucié d senyd.

Perd aquests valors només proporcionen una visio global dels resultats, i es per aixo que
alesfigures4.13 A-C es mostren dsresutats de formagrafica, on esrepresenta laconcentracio
de cada component trobada mitjancant PL S1 front ala concentracié real que hi haenles mescles

de prediccié. A lataula 4.2 es troben s parametres de regressié d aquestes rectes per tots s
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conjuntsde mostres. Es pot veure que totes les mostres es prediuen bé, i que end glutaradehid

hi ha una mgjor dispersio ens els resultats.
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Taula 4.1. RSEP%, R i ARSD% cal culats amb els models PLS1 que utilitzen les dades d’absorbancia 294-470 nm registrades durant els 15 primers
minuts de reaccio, pel formaldehid, glioxal i glutaraldehid en els tres conjurts de mostres. Numero de PCs utilitzats en el model: a= 11, b= 8.

For maldehid? Glioxal Glutaraldehid®
RSEP5 R(M) ARSD% RSEP% R(M) ARSD% RSEP% RM)  ARSD%
Cdibracio 0,90 5,1x10"'M 1,04 1,21 7,3x10"'M 1,37 2,95 2,7x10'M 2,35
Test set 1,75 6,6x10'M 1,82 1,32 5,3x10'M 1,00 2,85 3,7x10'M 3,07
Prediccio ext. 0,92 5,.9x10'M 0,86 1,53 9,5x10"'M 1,65 3,88 4,4x10'M 3,85

Taula 4.2. Parametres dela recta concentracid PLS vers concentracio real de formaldehid, glioxal i glutaraldehid, per les mostres de calibracio, test
set i prediccio externa. Intervals de confianca del 95%. NUmero de mostres: a= 1001 b= 32.

Formaldehid Glioxal Glutaraldehid
Ordenada Pendent Coeficient Ordenada Pendent Coeficient Ordenada Pendent Coeficient
Origen corrdacio, r Origen corrdacig, r Origen corrdacig, r
Cdibraci* (0,57)x10°  1,000+0,003 0,9998 (0,7 £1)x10"  1,000+0,004 0,9998 (2+7)x10°  0,994+0,015 0,997
Test st” (0,5+2)x10" 0,995+0,013 0,9993 (-2+3)x107  1,011+0,014 0,9994 (-0,3+£2)x10"  1,00+0,04 0,995

Prediccié®  (0,2+3)x107 1,004+0,013 0,9994 (-0,8 £3)x107  1,002+0,015 0,9991 (0,8+2)x10"  0,97+0,04 0,992
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