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RESUMEN

La Quimiometria se puede definir como una disciplina quimica que utiliza méto-
dos matematicos y estadisticos empleando la légica formal para disefar o seleccionar
procedimientos de medicién éptimos o experimentos, para proveer la maxima informa-
cién quimica relevante mediante el andlisis de datos y para obtener informacién acerca
del sistema quimico bajo estudio. Los procedimientos matematicos para el procesa-
miento de datos multidimensionales son algoritmos que permiten el analisis de los da-
tos en base a un determinado modelo matematico.

En este trabajo se evaluaron diferentes estrategias de obtencion de datos multi-
dimensionales y se exploraron las potencialidades de los algoritmos quimiométricos
para el analisis de muestras complejas de composicion variada. Se desarrollaron nue-
vos métodos analiticos para estudios descriptivos y predictivos de sistemas quimicos
de diferente naturaleza, combinando diversas técnicas analiticas con modelado qui-
miométrico de datos multidimensionales.

Se desarrollaron diferentes métodos analiticos para la determinacion de conta-
minantes emergentes a nivel de trazas en muestras agua de recursos naturales, inclu-
yendo un sistema basado en complejos analito-itrio con resolucion cromatografica y
deteccién de fluorescencia de barrido rapido, y un método basado en electroforesis
capilar zonal con deteccion DAD-UV y extraccién en fase sélida como etapa de pre-
concentraciéon, ambos acoplados a herramientas de calibracién multivariada. Las me-
todologias utilizadas para el incremento de la intensidad de la sefial de los analitos
evaluados, promovido por la presencia de itrio o por la etapa de pre-concentracion,
demostraron ser una simple pero eficiente manera de lograr excelentes valores de
sensibilidad, permitiendo la deteccidn y cuantificacién de analitos en muestras comple-
jas a nivel de trazas.

Ademas, se propuso un método simple basado en un analisis por inyeccién en




flujo y deteccién de absorbancia visible utilizando un detector de arreglo de diodos
para la determinacion de doxorrubicina en plasma humano, obteniéndose datos de
segundo orden por generacion de gradiente de pH, para la cuantificacion del analito y
la obtencion de informacion cualitativa acerca sistema en estudio.

La generacién de datos de segundo orden demostré ser una excelente estrate-
gia para lograr la resolucion y cuantificacion de los compuestos de interés en muestras
complejas o sistemas multi-componentes, aprovechandose la ventaja de segundo or-
den que presentan los técnicas quimiométricas de calibracion multivariada. El uso de
algoritmos quimiométricos, como MCR-ALS, para modelar datos de segundo orden
permitié resolver problemas de andlisis de mezclas, incluso en presencia de compo-
nentes con senales altamente solapadas.

Por otro lado, se propuso el desarrollo de una nueva metodologia infrarroja utili-
zando un laser EC-QCL como fuente luminica para mediciones de transmisién mid-IR
de proteinas en medio acuoso y medio deuterado. Para el tratamiento de sefiales ob-
tenidas, se desarrollé una estrategia de procesamiento basada en algoritmos quimio-
métricos. Adicionalmente, se estudié el efecto de la presencia de alcohol sobre una
proteina y el efecto de la temperatura sobre un polipéptido modelo, registrandose es-
pectros mid-IR en un determinado periodo de tiempo y temperatura, respectivamente.
Con el objetivo de obtener resultados con interpretacion fisica, se seleccion6 MCR-
ALS como algoritmo quimiométrico para el modelado de los datos multidimensionales
obtenidos. Asimismo, se evalud el efecto de la temperatura utilizando dicroismo circu-
lar y andlisis de datos por MCR-ALS.

Finalmente, se analizaron 3 estrategias 0 metodologias analiticas para la gene-
racion de datos de tercer orden, utilizando diferentes arreglos instrumentales, basados
en un procedimiento cromatografico acoplado a la deteccion de matrices de excitacion-
emision de fluorescencia. Se evaluaron los requerimientos instrumentales para cada
metodologia individual en virtud de la complejidad, los costos y la accesibilidad. Adi-
cionalmente, se realiz6 un analisis detallado de los datos generados, evaluandose sus
propiedades desde el punto de vista de trilinealidad/cuadrilinealidad y complejidad de

andlisis en el pre-procesamiento y procesamiento de datos.
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1. INTRODUCCION

“The important thing in science is not so much to obtain new facts as to discover
new ways of thinking about them”

Bragg, W.L.

1. 1. LA QUIMIOMETRIA COMO HERRAMIENTA DE ANALISIS

La Quimiometria se puede definir como una disciplina quimica que utiliza méto-
dos matematicos y estadisticos empleando la légica formal para disefar o seleccionar
procedimientos de medicién éptimos o experimentos, para proveer la maxima informa-
cién quimica relevante mediante el andlisis de datos y para obtener informacién acerca
del sistema quimico bajo estudio (Massart et al., 1998; Massart et al., 1988).

Las herramientas quimiométricas son utilizadas, generalmente, para resolver
problemas quimicos descriptivos y predictivos. Las aplicaciones descriptivas se basan

en modelar las propiedades de los sistemas quimicos a fin de comprender el compor-
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tamiento del sistema. Por otro lado, las aplicaciones predictivas se focalizan en el mo-
delado de las propiedades quimicas del sistema a fin de poder predecirlas en sistemas
nuevos de composicion desconocida. Por ello, es importante comprender que el anali-
sis de datos multidimensionales no solo beneficia al area de la quimica analitica, sino
que es posible encontrar aplicaciones quimiométricas en diferentes areas cientificas,
convirtiéndola en una disciplina versatil y muy util para la obtencién de informacion,

tanto en el &mbito académico como en el campo de la industria.

1. 2. CLASIFICACION DE DATOS INSTRUMENTALES

Clasificacion, segun el diccionario de la Real Academia Espanola, es un concep-
to vinculado al ordenamiento o la disposicién en clases de algo determinado. En Qui-
miometria, la clasificacién de datos instrumentales resulta en una herramienta que
ayuda a la comprension del sistema bajo estudio, pero, sobre todo, a la toma de deci-
siones y seleccién de un correcto modelo de analisis.

Los datos instrumentales pueden ser categorizados o jerarquizados segun el
numero de modos o dimensiones instrumentales — orden o via — que presenten los
datos que, a su vez, dependera de la manera en que son colectados y organizados.
Las dimensiones del dato dependeran, entonces, del disefio de los experimentos, de
los instrumentos utilizados y de la forma en que los datos son organizados. A su vez,
es importante remarcar que los datos generados para una sola muestra se clasifican
segun su orden, mientras que los datos generados para un grupo de muestras se cla-
sifican segun el numero de vias en los que se disponen (Escandar et al., 2007; Kiers, 2000;
Olivieri et al., 2014b). En la Figura 1.1 se muestra esquematicamente la clasificacién o je-
rarquizacion de los datos instrumentales segun el orden de los datos obtenidos para

una unica muestra y las vias de un arreglo de datos para multiples muestras.
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Figura 1.1. Representacion esquematica de la clasificacién de los datos instrumentales segun el “orden” de los datos
obtenidos para una muestra Unica (arriba) y las “vias” de un arreglo multidimensional para maltiples muestras (abajo)

DATOS DE ORDEN CERO

Los datos de orden cero corresponden a los datos obtenidos por instrumentos
que generan una unica respuesta por muestra. Ejemplos representativos de este tipo
de datos son las sefiales de absorcion molecular registradas a una Unica longitud de
onda, las lecturas de los electrodos ion selectivos, las sefales obtenidas por absorcion
atdbmica o espectrofotometria de llama, entre otros. En términos algebraicos, los obje-
tos de orden cero, es decir, las senales obtenidas para una muestra, se identifican
como escalares.

Por otro lado, cuando se dispone de un conjunto de datos para un grupo de
muestras, es posible construir un arreglo de datos de N-vias, obteniéndose un modo o
dimensién adicional, es decir, un modo correspondiente al nimero de muestras. En
este caso, los datos de orden cero pueden ser agrupados en un arreglo vectorial
(I'x 1) o un arreglo de 1-via, que en términos matematicos significa obtener un tensor

en el espacio R!, para un conjunto de / muestras (Kiers, 2000; Olivieri et al., 2014b).
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DATOS DE PRIMER ORDEN

Los datos de primer orden se refieren a aquellos datos generados por instrumen-
tos que permiten la obtencién de un conjunto de sefales dispuestas en un arreglo vec-
torial por muestra. En otras palabras, la sefal correspondiente a una Unica muestra es
un vector de dimensiones J x 1 para J entidades o sensores instrumentales. Ejemplos
de este tipo de datos son los espectros de absorcion Ultra Violeta-Visible (UV-Vis), los
espectros de emision de fluorescencia, los espectros de absorbancia infrarroja (/R) o
las senales electroquimicas, como voltamperogramas o cronoamperogramas (Escandar et
al, 2007). Por otro lado, con un conjunto de datos de primer orden, obtenido para un
grupo de muestras, es posible construir un arreglo matricial o un arreglo de 2-vias con
dimensiones / x J, es decir, un tensor en R)*! para J sensores instrumentales e /

muestras.

DATOS DE SEGUNDO ORDEN

Los datos de segundo orden son datos generados para una muestra obtenidos
como un arreglo matricial, es decir, la sefal correspondiente a una Unica muestra es
una matriz de datos de dimensiones J x K, para Jy K sensores instrumentales en la
primera y segunda dimension, respectivamente. Estos datos pueden ser obtenidos
utilizando un dnico instrumento o mediante diferentes técnicas analiticas acopladas o
dispuestas en tandem. Entre los ejemplos se destacan las matrices de excitacién-
emision de fluorescencia (EEM: Excitation-Emission Matrix), los datos obtenidos de
una reacciodn cinética o de gradiente de pH con deteccién espectral y los obtenidos por
cromatografia acoplada a un detector de arreglo de diodos 0 a espectrometria de ma-
sas, entre otros.

En este caso, un conjunto de datos obtenidos para un grupo de muestras se
pueden disponer en un arreglo de 3-vias I x J x K, para J y K sensores instrumentales
en la primera y segunda dimension, respectivamente, e / muestras, es decir, un tensor
en R1*K*I Sin embargo, es posible construir, también, un arreglo de datos de 2-vias
aumentado cuando las matrices son ordenadas consecutivamente en sentido de filas o
columnas, es decir, un arreglo de 2-vias aumentado en filas o columnas, respectiva-
mente (de Juan et al.,, 2009; Mufioz de la Pefia et al., 2015) y uUn arreglo de 2-vias, utilizando los vec-
tores obtenidos de matrices desdobladas, de dimensiones 1 x JK, dispuestos en un

arreglo aumentado en columna (/ x JK).
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DATOS DE TERCER ORDEN

Sobre la base de lo explicado anteriormente se puede inferir que la introduccién
de una nueva dimension instrumental para una muestra lleva consigo un incremento
en el orden de los datos obtenidos.

Los datos de tercer orden pueden ser obtenidos, por ejemplo, por monitoreo de
una reaccion cinética o de gradiente de pH con espectroscopia de excitacién-emisién
de fluorescencia u obtenidos con un cromatdgrafo acoplado a deteccion de EEM de
fluorescencia.

Con un conjunto de datos de tercer orden, de manera analoga a lo mencionado
para datos de orden inferior, se pueden construir arreglos de datos diferentes: 1- Arre-
glo de 4-vias, construido a partir de la disposicion de hiper-matrices J x K x L gene-
rando un arreglo con dimensiones | x J x K x L, es decir, un tensor en el espacio
RIXKxLxT “nara J, K y L sensores instrumentales en la primer, segunda y tercera
dimension, respectivamente, e | muestras; 2- Arreglo de 3-vias aumentado, construido
con las hiper-matrices J x K x L ordenadas consecutivamente en el sentido de una de
las J, K, L dimensiones, obteniéndose una hiper-matriz aumentada de dimensiones
JI x K x L, por ejemplo. 3- Arreglo de 2-vias aumentado, construido con matrices des-
dobladas J x KL, por ejemplo, y ordenadas de manera consecutivas en sentido de las
filas o las columnas, generandose una arreglo de 2-vias aumentado de dimensiones
JI x KL, siguiendo el mismo ejemplo, 4- Arreglo de 2-vias, construido con vectores
desdoblados con dimensiones JKL x 1 y ordenados de manera consecutiva en el sen-

tido de columnas, generandose un arreglo de 2-vias de dimensiones | x JKL.

1. 3. PROPIEDADES DE LOS DATOS MULTIDIMENSIONALES

BILINEALIDAD

Para datos de segundo orden, la sefial instrumental obtenida para un compuesto
puro, en ausencia de ruido, puede expresarse como el producto de dos vectores co-

rrespondientes a cada modo instrumental, segun
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siendo X una matriz de datos (J x K), b un vector columna con Jfilas (J x 1) y ¢ un
vector columna con Kfilas (K x 1). El superindice “T” implica la operacion transpuesta
de una matriz, por lo que ¢' sera un vector fila con K columnas (1 x K).

En una muestra conteniendo N componentes, la matriz de datos X se expresa
como la sumatoria de todas las contribuciones individuales de cada componente puro,

es decir:

N 1.2
X=ijn ct, =BCT
n=1

siendo B una matriz (J x N) conteniendo los perfiles de uno de los modos instrumenta-
les de cada N componente y C" una matriz (N x K) conteniendo los N perfiles del mo-
do instrumental restante.

Debido a que X es lineal en B (0 b) y lineal en C (o ¢), para C y B fijas, respecti-
vamente, la ecuacién 1.2 define a una matriz doblemente lineal, es decir, a una matriz
de datos bilineal. En otras palabras, una matriz bilineal X puede ser descompuesta en
el producto de dos matrices individuales o sub-matrices.

Es importante remarcar que desde el punto de vista quimico el fenémeno de bili-
nealidad ocurre cuando los modos instrumentales, es decir, los perfiles contenidos en
B y C, muestran independencia entre si. Adicionalmente, se debe cumplir que una
matriz bilineal X es el producto son dos sub-matrices B y C que contiene un niumero de
columnas igual al nimero de constituyentes quimicos presentes en el sistema, es de-
cir, contiene N columnas. Esto conlleva a la introduccion del concepto de rango que se
define como el numero de términos bilineales necesarios para reproducir una matriz de
datos. En consecuencia, cuando el rango es igual al niumero de constituyentes quimi-
cos presentes en el sistema, la matriz es bilineal; de otra manera, la matriz X es una

matriz no-bilineal de datos (Olivieri et al., 2014b).

TRILINEALIDAD

El concepto de trilinealidad puede ser explicado para un arreglo de 3-vias cons-
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truido con datos de segundo orden obtenidos para un grupo de muestras, o bien, para
un dato de tercer orden obtenido para una Unica muestra.
De manera andloga a lo explicado para datos bilineales, para un modelo trilineal

se tiene que,

N 1.3
Xijk = Z Ain bjn Cin + €ijic

n=1

donde xj representa la respuesta para la muestra i a un sensor determinado del modo
JY K ain, bjn y Ckn sON los componentes de cada modo instrumental y ej, colecta los
errores del modelo. También es posible disponer estos valores en arreglos de matrices
donde B es una matriz (J x N, conteniendo todos los b;;) que contiene a los N perfiles
correspondientes a uno de los modos instrumentales y C es una matriz (K x N, conte-
niendo todos los cy,) conteniendo los N perfiles del segundo modo instrumental. Aqui,
A (I x N, conteniendo todos los a;,) puede tener identidades diferentes dependiendo de
si se trata de un arreglo de 3-vias o un dato de tercer orden: 1- Arreglo de 3-vias: A
representa el modo correspondiente a las diferentes muestras; 2- Dato de tercer or-
den: A contiene el perfil de cada N componente correspondiente al tercer modo ins-
trumental (Bro, 1997; Olivieri et al., 2014b).

Una de las condiciones que se deben cumplir para la trilinealidad de un arreglo
de 3-vias, X, para un sistema conteniendo un Unico componente, es que las matrices
individuales obtenidas para cada muestra independiente deben ser bilineales. Ade-
mas, los elementos contenidos en B deben ser independientes de la muestra, es decir,
debe existir un vector b que describa el comportamiento del constituyente n en el mis-
mo modo instrumental en todas las muestras. Lo mismo debe ocurrir para los elemen-
tos contenidos en ¢. En conclusion, la trilinealidad de un arreglo de 3-vias compuesto
por matrices de datos para multiples muestra requiere que cada matriz de datos sea
bilineal y que ambos perfiles, b y ¢ para cada constituyente, sean el mismo en todas
las muestras. Por lo tanto, la falta de reproducibilidad entre muestras en uno de los
perfiles conlleva a la obtencion de un arreglo X no trilineal (Qlivieri et al., 2014b).

Sin embargo, ante la presencia de un arreglo de 3-vias no trilineal, la construc-
cion de una matriz aumentada resulta en una excelente alternativa para la descompo-
sicién de los datos. De esta manera, se construye una matriz bilineal aumentada Xaum,

que sigue la expresién de la ecuacion 1.2. Es importante remarcar que para obtener
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una matriz aumentada bilineal, se debe realizar la aumentacion en la direccién corres-
pondiente al modo que rompe la trilinealidad, que puede ser en filas 0 en columnas.
Asi, la descomposicion bilineal para una matriz X,um aumentada en columnas, cons-

truida con dos matrices X individuales, se representa como

X4 B, 1.4
Xaum = [Xz] = Baum T = [BZ] ct

donde las columnas de B, m contienen los perfiles aumentados en la direccién de co-
lumnas de los N constituyentes de las muestras y C contiene los perfiles de cada N

constituyente del modo instrumental restante.

1. 4. GENERACION DE DATOS MULTIDIMENSIONALES

Los datos de orden superior pueden ser generados, como se explicé mas arriba,
utilizando un unico instrumento o mediante el acoplamiento de distintas técnicas anali-
ticas. Ante los posibles escenarios que se pueden tener para este fin, es importante,
en primer lugar, conocer los detalles de los datos generados, ya sea desde el punto de
vista experimental, como desde una visién matematica. Aqui, se explicaran algunas de

las metodologias mas utilizadas para la generacién de datos multidimensionales.

MATRICES DE EXCITACION-EMISION DE FLUORESCENCIA

Una de las metodologias mas populares para la generacion de datos de segun-
do orden es la basada en la generacion de EEM. Esto se debe, entre otras cosas, a la
simplicidad de la obtencioén de los datos, al requerimiento de un Unico instrumento, a
que las sefales de emision de fluorescencia presentan alta la sensibilidad en compa-
racion con espectroscopia UV y a que se requiere de instrumentos de costos relativa-
mente bajos.

Una de sus principales caracteristicas es que, al no ser una técnica separativa,

para una muestra multi-componente se obtendran sefiales altamente solapadas requi-
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riéndose de las ventajas provistas por las herramientas quimiométricas para la resolu-
cion de las contribuciones individuales de cada componente puro (Mbogning Feudjio et al.,
2014; Qing et al., 2013; Sajjadi et al., 2016; Zhang et al., 2016).

La obtencién de una EEM de fluorescencia se logra registrandose las sefales de
emision de fluorescencia en una determinada region espectral a diferentes longitudes
de onda de excitacién. Las regiones espectrales de emision y excitacién son seleccio-
nadas de acuerdo al sistema en estudio y a los componentes que constituyen las
muestras.

Debido a que los espectros de excitacion y emisién presentan independencia
mutua, las EEM son matrices bilineales y, a causa de que los espectros solo dependen
de la composicion del medio y de la naturaleza del analito, los datos obtenidos para un
grupo de muestras pueden disponerse en un arreglo trilineal de 3-vias, X. Sin embar-
go, en presencia de efectos de filtro interno es posible observar ruptura de trillinealidad
en el modo correspondiente a las muestras y, entonces, se deberan analizar las posi-
bles alternativas para el ordenamiento de los datos.

En la Figura 1.2 se expone una EEM obtenida para una muestra conteniendo un
analito, mostrandose las proyecciones de los espectros de excitacion y emisiéon co-

rrespondientes.
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Figura 1.2. Matriz de excitacion-emision de fluorescencia obtenida para una solucién de sarafloxacina en matriz
acuosa. En celeste se muestra el espectro de excitacion obtenido utilizando una longitud de onda de emision de
450 nm y en rosa se muestra el espectro de emisién obtenido utilizando una longitud de onda de excitaciéon de 270 nm




METODOS SEPARATIVOS CON DETECCION ESPECTRAL

Las técnicas cromatograficas acopladas a deteccion espectral UV, de emisién de
fluorescencia o a espectroscopia de masas han sido ampliamente utilizadas para la
generacién de datos de segundo orden basados en métodos separativos (Giuliani et al,
2016; Lopez-Cobo et al., 2016; Tajabadi et al.,, 2016), Si bien, los métodos electroforéticos han em-
pezado a ocupar su lugar en el area de datos multidimensionales (de Oliveira Mendes et al.,
2016; Pasquini et al., 2016).

Tradicionalmente, los métodos separativos han sido utilizados para el analisis de
muestras multi-componentes bajo la premisa de la obtencion de senales individuales
puras de cada constituyente, es decir, lograndose la resolucién completa entre sefales
cromatograficas o electroforéticas de los distintos constituyentes de la muestra. Sin
embargo, la resolucién completa de las sefiales no siempre se logra y es posible obte-
ner sefales solapadas y también, efectos de linea de base.

La matriz de datos generada para una muestra Unica utilizando un método sepa-
rativo con deteccidn espectral contiene los tiempos de retencion/eluciéon en una de las
dimensiones y la informacién espectral en la dimensién restante. Las matrices se ob-
tienen registrandose las sefales espectrales en un rango espectral determinado para
cada tiempo de retencidn/eluciéon en un rango de tiempo establecido. Los instrumentos
que permiten obtener este tipo de datos deben contar de detectores que permitan la
obtencion de espectros en un tiempo muy corto, a fin de no introducir efectos de dis-
torsién en virtud de la movilidad del flujo o la fase mévil. Dentro de los detectores mas
comunes encontrados en los instrumentos analiticos estan los detectores de arreglo
de diodos UV-Vis (DAD: Diode Array Detector), los detectores de fluorescencia de ba-
rrido rapido (FSFD: Fast-Scanning Fluorescence Detector) y los detectores de masas
(MSD: Mass Detector).

Si bien el modo correspondiente a los tiempos de retencién/elucién es indepen-
diente al modo espectral, es decir, las matrices generadas son bilineales, los arreglos
de 3-vias X, generalmente, no resultan en una opcidén conveniente, debido a la perdida
de trilinealidad en virtud de las variaciones en los tiempos de retencidn/elucién de los
constituyentes entre diferentes muestras. Por lo tanto, para el andlisis de mdultiples
muestras es conveniente utilizar arreglos de 2-vias aumentados Xaum.

Por otro lado, a pesar de no involucrar el fenémeno de separacion de los consti-
tuyentes de la muestra, es posible obtener datos de segundo orden con caracteristicas

similares mediante la utilizacién de técnicas basadas en analisis en flujo (FI: Flow Inje-




ction), como el analisis por inyeccién en flujo (FIA: Flow Injection Analysis) (Musil et al.,
2016) 0 el andlisis por inyeccion secuencial (SIA: Sequential Injection Analysis)
(Pasamontes et al., 2006).

Adicionalmente, con estas técnicas analiticas es posible obtener datos de orden
superior incrementando el niumero de modos instrumentales, por ejemplo, cromatogra-
fia acoplada a deteccién de EEM, en donde para cada tiempo de retencion se corres-

ponden 2 sefales espectrales (Bro, 1997; Lozano et al., 2013).

MONITOREO DE REACCIONES CON DETECCION ESPECTRAL

Las reacciones quimicas, los equilibrios quimicos e incluso los cambios estructu-
rales de macromoléculas pueden ser monitoreados utilizando diferentes técnicas es-
pectrales. Entre los trabajos publicados en la literatura se pueden encontrar métodos
cinéticos con deteccion UV (Feng et al, 2013) 0 de emision de fluorescencia (Lukman et al,
2012), métodos de cambios de pH por titulacién espectrofotométrica (Meloun et al., 2016),
métodos de dicroismo circular con deteccion UV para el anadlisis de proteinas (Borges et
al.,, 2005) y cambios estructurales de macromoléculas con deteccion infrarroja (Marti-Aluja et
al, 2013). Estos datos han sido ampliamente utilizados tanto para andlisis cuantitativo
como andlisis descriptivo en virtud del gran contenido y calidad de informaciéon que
ofrecen.

Las matrices de datos se pueden generar en modo continuo, en una reaccién
continua, por ejemplo, en una reaccion cinética, o de manera discreta para reacciones
que pueden ser detenidas, por ejemplo, en una titulacién. Debido a que la mayoria de
las reacciones cinéticas dependen de la concentracién, para el andlisis de multiples
muestras, generalmente, no se utilizan arreglos de 3-vias X a causa de la perdida de
trilinealidad y se utilizan los arreglos de 2-vias aumentados Xaum.

Con estas técnicas analiticas es posible, también, obtener datos de orden supe-
rior aumentando el nimero de modos instrumentales, por ejemplo, en reacciones ciné-

ticas con deteccién de EEM (Montemurro et al., 2017).




1. 5. ALGORITMOS QUIMIOMETRICOS

Los procedimientos matematicos para el procesamiento de datos multidimensio-
nales son algoritmos que permiten el analisis de los datos en base a un determinado
modelo matematico. En la literatura es posible encontrar un sinnumero de algoritmos
que pueden ser utilizados para el andlisis de datos, que dependen, principalmente, del
tipo de dato instrumental obtenido y del propdsito del analisis (Olivieri, 2012).

Los datos de orden cero, obtenidos, principalmente, con propdsitos cuantitativos,
se utilizan para la construccion de modelos de regresion mediante el analisis de arre-
glos de 1-via por calibracién univariada, modelando la relacion entre la sefal instru-
mental univariada y la concentracion del analito. Las sefiales instrumentales se ajustan
por cuadrados minimos a un modelo matematico lineal o no-lineal, lo que requiere de
la selectividad y resolucién completa del componente de interés en la muestra (Olivieri,
2014).

En datos de 2-vias, la relacién entre la senal instrumental y la concentracién de
los analitos es modelada usando estructuras bilineales basadas en variables latentes,
que son combinaciones lineales de los perfiles reales y no presentan interpretacion
fisica alguna. La premisa de estos algoritmos es compensar la falta de selectividad
extrayendo de la sefal total la porciéon que se pueda utilizar. Los algoritmos de regre-
sién en componentes principales (PCR: Principal Component Regression) o cuadrados
minimos parciales (PLS: Partial Least Squares) son los mas utilizados para el modela-
do de este tipo de datos con fines cuantitativos. Sin embargo, otro tipo de algoritmos
son utilizados para datos que presenten comportamiento no-lineal, como lo son las
redes neuronales artificiales (ANN: Artificial Neural Network) o las maquinas de vecto-
res soportes acopladas a ajuste por cuadrados minimos (LS-SVM: Least Squares-
Support Vector Machine). Los algoritmos de primer orden permiten la identificacion de
muestras conteniendo componentes inesperados, es decir, componentes que no se
consideraron en la etapa de calibraciéon. Si una muestra de composicion desconocida
no se ajusta al modelo de calibracién realizado, la muestra se considera anémala, in-
dicando que su composicion difiere de las muestras representativas utilizadas en la
calibracion. Esta propiedad es conocida como “ventaja de primer orden” (Escandar et al.,
2007; Olivieri et al., 2014b).

Para el analisis de datos de segundo orden es posible recurrir a una amplia va-
riedad de algoritmos, incluyendo andlisis paralelo de factores (PARAFAC: PARallel

FACtor Analysis) y sus variantes (Bro, 1997), el método de aniquilacion de rango genera-
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lizado (GRAM: Generalized Rank Annihilation Method), la resolucion multivariada de
curvas acoplada a cuadrados minimos alternantes (MCR-ALS: Multivariate Curve Re-
solution-Alternating Least Squares) (Tauler, 1995)) ¥ la descomposicién trilineal alternante
(ATLD: Alternating Trilinear Decomposition) (Wu et al., 1998)y Sus variantes, entre otros.

Los métodos basados en ALS son considerados los mas eficientes para la des-
composicion de arreglos de 3-vias, siendo PARAFAC el algoritmo de eleccién para la
mayoria de los andlisis de arreglos de 3- o N-vias. Sin embargo, ante la pérdida de
trilinealidad, MCR-ALS y PARAFAC2 son los algoritmos mayormente utilizados. Estos
algoritmos se aplican con fines descriptivos y predictivos en virtud de que los perfiles
obtenidos de la descomposicidn tienen interpretacién fisica y pueden ser inferidos a
las propiedades fisico-quimicas del sistema en estudio. Por otro lado, los algoritmos
como cuadrados minimos parciales desdoblados (U-PLS: Unfolded Partial Least Squa-
res) o cuadrados minimos parciales multi-via (N-PLS: N-way Partial Least Squares),
acoplados a procedimientos de bilinealizacion residual (RBL: Residual Bilinearization)
son utilizados, especificamente, con fines cuantitativos en virtud de que los perfiles
obtenidos como scores y loadings carecen de interpretacion fisica (Olivieri, 2012). Todos
estos algoritmos son de gran importancia en el analisis de muestras complejas, debido
a que todos ellos alcanzan la llamada “ventaja de segundo orden”. Esta ventaja se
basa en el hecho de que los analitos pueden ser determinados en presencia de consti-
tuyentes no esperados o potenciales interferentes que pueden estar presentes en las
muestras de composicidn desconocida (Mufioz de la Pefia et al., 2015; Olivieri et al., 2014b).

Para datos de orden superior, se pueden utilizar las metodologias antes descri-
tas para los datos de segundo orden utilizando modelos de estructuras latentes no
cuadrilineales 0 métodos basados en ALS cuadrilineales. PARAFAC es un modelo que
puede ser aplicado a datos cuadrilineales e incluso a datos de orden superior. Para
datos no cuadrilineales, sin embargo, los modelos basados en variables latentes aco-
plados a trilinealizacién residual (RTL: Residual Trilinearization) resultan de eleccion.
Ejemplo de estos ultimos son U-PLS/RTL, N-PLS/RTL vy las técnicas hibridas trilinea-
les de cuadrados minimos acoplados a RTL (TLLS/RTL: Technique Trilinear Least-
Squares) (Olvieri, 2012). Se ha demostrado, también, que el uso de MCR-ALS para arre-
glos de 2-vias desdoblados aumentados es una herramienta Gtil para el analisis de
datos de orden superior (Malik et al., 2014). Recientemente, se ha desarrollado un algorit-
mo que combina las propiedades de MCR-ALS y PARAFAC para el andlisis de datos
de tercer orden dispuestos en un arreglo de 3-vias aumentado no cuadrilineal Xaum,
denominado PARAFAC aumentado o APARAFAC (APARAFAC: Augmented




PARAFAC) (Bortolato et al., 2015).
Aqui se desarrollaran en detalle los algoritmos utilizados en esta tesis: 1- MCR-
ALS; 2- PARAFAC; y 3- APARAFAC.

RESOLUCION MULTIVARIADA DE CURVAS-CUADRADOS
MINIMOS ALTERNANTES (MCR-ALS)

MCR-ALS es un método de modelado flexible de datos (soft-modelling) que ha
sido ampliamente utilizado desde su desarrollo en el afio 1995 (Tauler, 1995). Esta técnica
permite obtener informacion acerca de un sistema multi-componente por discrimina-
cion de las contribuciones individuales de los constituyentes solapados. MCR-ALS se
focaliza en la descomposicién bilineal de una matriz de datos X en dos sub-matrices
conteniendo informacién de los componentes puros involucrados en el sistema. La
descomposicion es el resultado de la validez de la ley de Lambert-Beer y se logra por
un proceso de optimizacién iterativa.

Para un sistema multi-componente que sigue la ley de Lambert-Beer, la sefal o
respuesta instrumental obtenida es producto de la contribucién de todas las sefales

individuales de cada componente puro. En espectroscopia, esto significa que

N
d] = Z Cn Sj,n

n=1

1.5

donde d] representa la respuesta instrumental a la longitud de onda j, ¢, es la concen-
tracion de la especie n en la mezcla y s;, es factor de sensibilidad instrumental de la
especie n a la longitud de onda j. Cuando se obtienen las sefales instrumentales de
un sistema conteniendo N constituyentes, en un rango espectral determinado de J
sensores, registrandose la evolucién de la concentracion de cada componente, lo que

se obtiene es un modelo bilineal que sigue la expresion:

D=CST+E 1.6

donde la matriz D (J x K) contiene las sefales instrumentales totales del sistema en
estudio; C (K x N) contiene los K sensores del primer modo instrumental de cada N

componente presente en el sistema, por ejemplo, la evolucién de la concentracidén en




un proceso; S es una matriz (J x N) conteniendo el factor de sensibilidad instrumental
de cada uno de los N componentes a cada j longitud de onda y E (J x K) representa la
contribucién del error de las mediciones.

La descomposicién bilineal y la busqueda de las respuestas individuales se logra
mediante un proceso basado en un método iterativo, obteniéndose directamente esti-
maciones de las matrices C y S, representadas como C y §, respectivamente. MCR-

ALS se basa en el célculo iterativo de S y C segun

§T=C+D=(CT(:)_1CD 1.7

¢=DS™ = §p (578" 1.8

donde " indica el valor estimado de la variable correspondiente y * representa la opera-
cion pseudoinversa de una matriz. Se debe tener en cuenta que para comenzar el pro-
ceso de iteracion se requieren parametros que contengan informacién similar a la del
sistema en estudio, es decir, se requiere de estimaciones iniciales tipo-C o tipo-S que
pueden ser obtenidas experimentalmente o mediante algoritmos de descomposicién
bilineal auxiliares.

El proceso de optimizacion ALS se basa en la minimizacion del error residual de
la descomposicién bilineal mediante el uso de restricciones matematicas o quimicas.
Dentro de las restricciones se encuentran aquellas que solo son aplicables en los mo-
delos bilineales para una Unica muestra, o andlisis de muestra individual, y aquellas
que son propias de los modelos para arreglos de 2-vias aumentados.

Las restricciones se clasifican segun su naturaleza o implementacién. Cuando
las restricciones son implementadas, la informacion quimica o matematica acerca de
los perfiles debe ser traducida a una condicion matematica (de Juan et al, 2009). Las res-
tricciones mas utilizadas son (de Juan et al., 2009; Tauler et al., 2009):

No-negatividad: fuerza a los perfiles a tener valores positivos. Es

aplicable a concentraciones o respuestas instrumentales, que, por natura-
leza, deben ser positivas, por ejemplo, los espectros de emision de fluo-
rescencia o espectros de masa;

Unimodalidad: fuerza a los perfiles a tener un unico maximo. Es apli-

cable para perfiles que presenten formas de pico, como sefiales cromato-




gréficas, o perfiles que muestren crecimiento o decrecimiento con valores
tipo platé maximos o minimos, respectivamente;

Condicion de sistema cerrado: representa la traduccion matematica

de la condicion de balance de masa en quimica. Es aplicable solo cuando
la concentracion total de las especies detectables es constante en cada
etapa del proceso;

Modelado rigido (hard-modelling): fuerza a los perfiles de concentra-

cion o de respuesta instrumental a sequir una funcion matematica determi-

nada. En direccion de la concentracion, los perfiles se fuerzan a presentar

la forma descrita por funciones tipicas de modelos fisicoquimicos;

Trilinealidad: sigue la expresion de modelo trilineal y solo es aplicable
para el modelado de multiples muestras dispuestas en un arreglo de 2-vias
aumentado. Al utilizarla se asegura que los resultados sean unicos, es de-
cir, se aseqgura la obtencion de resultados sin ambigliedad;

Correspondencia entre especies: es aplicable para el analisis de mul-
tiples muestras en un arreglo de 2-vias aumentado. Se establece la pre-
sencia o ausencia de un componente en una matriz particular C y/o S. La
informacion presencia/ausencia se aplica como codigo binario de 1 y 0,
respectivamente.

En general, el proceso de MCR-ALS incluye: 1- Determinacion del numero de
especies espectroscépicamente activas; 2- Obtencion de estimaciones iniciales tipo-C
o tipo-S del sistema; 3- Céalculo de ST utilizando restricciones; 4- Calculo de C usando
restricciones; 5- Reproduccién de D con los productos de C y S™; y 6- Repeticion des-
de 3- hasta obtener convergencia. El criterio de convergencia se basa en la compara-
cion del ajuste obtenido en dos iteraciones consecutivas y se logra cuando la diferen-
cia relativa entre dos iteraciones consecutivas es menor a un valor umbral establecido.
Sin embargo, es conveniente una inspeccion visual de la evolucién de los perfiles, a fin
de asegurar la obtencion de la resoluciéon 6ptima. En la Figura 1.3 se representa es-
quematicamente la descomposicion de un modelo MCR-ALS para un arreglo de 2-vias

aumentado.
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Figura 1.3. Modelo de descomposicion MCR-ALS para datos de segundo orden dispuestos en un arreglo de 2-vias
aumentado para un sistema de multiples muestras conteniendo N constituyentes

Se debe tener en cuenta que con MCR es posible obtener resultados ambiguos
para un mismo sistema, debido a que el modelo presenta libertad rotacional, en otras
palabras, la descomposicion puede dar lugar a diferentes resultados que explican el
mismo sistema. Algunas de las restricciones matematicas que se utilizan ayudan, prin-
cipalmente, a la reduccién de la ambigledad rotacional, mientras que otras restriccio-
nes, como la condicién de sistema cerrado, favorecen la reduccion de la ambigiedad
por diferencias en concentraciones. Por lo tanto, el uso de las diferentes restricciones,
como también, el uso de los arreglos de 2-vias aumentados, analizando multiples
muestras simultdneamente, ayuda a disminuir la ambigledad de los resultados, obte-
niéndose resultados cercanos a la situacion real. Adicionalmente, los perfiles conteni-
dos en C y S permiten inferir acerca del comportamiento de los constituyentes del sis-
tema en el proceso y de su comportamiento espectral a causa de que los perfiles pue-
den ser fisicamente interpretados. Por otro lado, la informacién contenida en C puede

ser utilizada para fines predictivos en calibracidon multivariada o multi-via.

ANALISIS PARALELO DE FACTORES (PARAFAC)

El modelo PARAFAC esta intrinsecamente relacionado con el principio de perfi-
les proporcionales paralelos introducido por Cattell en el afno 1944 (Cattell, 1944) . Este
principio establece que un mismo conjunto de perfiles describiendo la variacion en mas
de un conjunto de datos de 2-vias, pero en diferentes proporciones, llevara a un mode-

lo que no esta sujeto a libertad rotacional (Bro, 1997). PARAFAC es un método de des-




composicion de datos multidimensionales de segundo orden u orden superior. Para el
andlisis de arreglos de 3-vias, la descomposicién se realiza en componentes trilineales
o triadas, obteniéndose 3 vectores de loadings que son tratados matematicamente
iguales (Marti et al., 2015).

Un modelo PARAFAC para un arreglo de 3-vias esta definido por los elementos

ain, bjn Y Cikn (Bro, 1997) siguiendo un modelo de triadas, segun (Ortiz et al., 2015)

N 1.9
xijk = Z ainbjnckn + eijk i = 1,2, ,I, ] = 1,2, ,], k= 1,2, ,K

n=1

donde a;, denota el valor de los perfiles en el modo de las muestras para los N consti-
tuyentes en la muestra /; b, y ¢k, son los valores correspondientes a los 2 modos ins-
trumentales para los n constituyentes en cada sensor instrumental j y k, respectiva-
mente y ey colecta los errores del modelo.

Asimismo, los loadings de todos los componentes son agrupados en matrices A,
By C, cuyas N columnas son los vectores a,, b,y ¢,, respectivamente. El modelo, en-
tonces, puede ser expresado como producto de Khatri-Rao utilizando notacion matri-

cial

X=AG(C/®B)"+E 1.10

donde X representa un arreglo de datos 3-vias, G es una matriz diagonal cuyos ele-
mentos no nulos indican al componente n de la matriz C y E es la hiper-matriz conte-
niendo los residuos del modelo. El simbolo |®| es el producto Khatri-Rao. Analoga-
mente a la ecuacion 1.9, A, B y C corresponden a los perfiles de las diferentes mues-
tras y los 2 modos instrumentales, respectivamente (Bro, 1997; Marti et al, 2015). Comun-

mente, el modelo PARAFAC es expresado como el producto Kronecker segun,

N
X= Z a,®b,®c, +E
n=1

donde ® indica el producto de Kronecker, N es el nimero total de componentes y E es
la hiper-matriz que contiene los residuos no ajustados por el modelo (khanmohammadi,

2015). En la Figura 1.4 se representa esquematicamente la descomposicién de un mo-




delo PARAFAC para un arreglo de 3-vias.

N J

Figura 1.4. Modelo de descomposicion PARAFAC para datos de segundo orden dispuestos en un arreglo de 3-vias
para un sistema de multiples muestras conteniendo N constituyentes

La principal ventaja del modelo PARAFAC es la unicidad de la solucién. En los
modelos bilineales basados en ALS, el mayor inconveniente es la libertad rotacional
que presentan en su resolucion, que puede ser significantemente reducida mediante la
utilizacién de informacidn externa (Bro, 1997; Marti et al., 2015; Olivieri et al., 2014b). Sin embargo,
para los modelos PARAFAC no seria necesario el uso de restricciones en virtud de
que el modelo es identificado Unicamente por su estructura, si bien en la practica pue-
den ser utilizadas algunas restricciones a fin de favorecer la obtencioén de la solucién
Optima. Las matrices de loadings B y C obtenidas de la descomposicién pueden ser
inferidas, entonces, a alguna propiedad fisica, es decir, pueden ser fisicamente inter-
pretables. Por ejemplo, para EEM de fluorescencia, los perfiles contenidos en By C
representan los espectros de excitacion y emisién, mientras que la informacion conte-
nida en A indica las concentraciones relativas de los constituyentes de la muestra. La
unicidad de la solucion, sin embargo, solo se alcanza si no existe deficiencia de rango
en ninguno de los modos, es decir, el numero de componentes es igual en cada uno
de los modos instrumentales y los vectores representativos del modelo son linealmen-
te independientes (Bro, 1997). La informacién contenida en A es utilizada, habitualmente,

para analisis predictivos en calibracion multivariada.
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ANALISIS PARALELO DE FACTORES DE 3-ViAS AUMENTADO
(APARAFAC)

Este modelo ha sido desarrollado para el analisis de datos de tercer orden que
presentan desvios en la cuadrilinealidad. En principio, el modelo APARAFAC implica la
construccién de un arreglo de 3-vias trilineal aumentado, donde la operacién de au-
mentacion se realiza a lo largo del modo en el que los perfiles presenten cambios en-
tre muestras, es decir, el modo que rompe la cuadrilinealidad del arreglo (Bortolato et al.,
2015). La principal ventaja de esta estrategia es que el modelo puede, en principio, te-
ner descomposicién unica en los 3 modos instrumentales sin aplicar ninguna restric-
cion, analogo a un modelo PARAFAC (Bro, 1997).

Las dimensiones del arreglo de 3-vias aumentado dependeran del modo en que
se realiz6 la aumentacion, por ejemplo, para un sistema cromatografico con deteccion
de EEM de fluorescencia, un arreglo aumentado en el modo correspondiente a los
tiempos de retencion tendra dimensiones P x K x L (P=IJ), donde I, J, Ky L son el
nuamero de muestras, los tiempos de retenciédn, las longitudes de onda de excitacion y
de emisién, respectivamente. El correspondiente modelo APARAFAC puede ser re-

presentado, entonces, como

N
xap,pkl = Z aap,pnbap,kncap,ln + eap,pkl ;
n=1

Asi, de la descomposicion de X,, se obtienen 3 matrices de loadings A.p, Bap y
C., de dimensiones P x N, Kx N y L x N, respectivamente, siendo N el nimero de
componente presentes en la muestras. Los residuos del modelo son colectados en la
hiper-matriz aumentada E,,. Considerandose el ejemplo mencionado anteriormente, la
matriz A4, contendra los perfiles aumentados del modo correspondiente a los tiempos
de retencién.

APARAFAC puede ser implementado mediante un proceso tipico de cuadrados
minimos alternantes y por lo tanto requiere de la inicializacién del modelo ya sea utili-
zando estimaciones iniciales obtenidas mediante un algoritmo auxiliar o utilizando in-
formacion externa disponible.

El modelo APARAFAC para un arreglo de 3-vias aumentado descrito por la
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ecuacién 1.12 es Unico y no requeriria el uso de restricciones para lograr la descom-
posicion. Sin embargo, ciertas restricciones son necesarias para la lograr una resolu-
cion correcta. Esta estrategia de andlisis incluye la opcién de limitar al sistema con
restricciones similares a las utilizadas en MCR-ALS. Adicionalmente, al igual que para
MCR-ALS y PARAFAC, los perfiles obtenidos de la descomposicion por APARAFAC
presentan interpretacion fisica, permitiendo, asi, inferir sobre las caracteristicas fisico-
quimicas del sistema. En la Figura 1.5 se representa esquematicamente la descompo-
sicion de un modelo APARAFAC para datos de tercer orden dispuestos en un arreglo

de 3-vias aumentado.

K / a; K
- B, |/ /
J
L L L
! - +
Xap Eap
J W | J

Figura 1.5. Modelo de descomposicion APARAFAC para datos de tercer orden dispuestos en un arreglo de 3-vias
aumentado para un sistema de multiples muestras conteniendo N constituyentes

OTRAS HERRAMIENTAS QUIMOMETRICAS Y DE ANALISIS

Método simple interactivo de auto-modelado para el ana-
lisis de mezclas (SIMPLISMA). EI método simple interactivo de auto mode-
lado para el andlisis de mezclas (SIMPLISMA: Simple-to-use Interactive Self-modelling
Mixture Analysis) fue creado y desarrollado por Widing en el afio1991 para la resolu-
cién de datos multidimensionales de manera simple, rapida y de facil interpretacion
(Windig, 2009). La idea central del algoritmo es asumir que en los datos hay variables que

experimentan contribuciones de un Unico componente de la mezcla. Estas variables
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son denominadas como “variables puras”. Si en un sistema multi-componente hay al
menos 1 variable pura en sus datos, entonces el espectro del componente correspon-
diente puede ser resuelto en base a una resolucién por cuadrados minimos (Bogomolov et
al., 2005).

Para encontrar las variables puras, SIMPLISMA se basa en una funcién de pure-

za que sigue la expresion (Bogomolov et al., 2005)

9 1.13
,LLJ'+(X

Pr1 =

donde p; es el primer valor de pureza de la variable j; o; es el desvio estdndar de la
variable j; y; es la media calculada para la variable jy a es una constante de desvia-
cion. El desvio estandar y la media de la variable j se estiman siguiendo las ecuacio-

nes 1.14 y 1.15, respectivamente.

- 1.14
1 2
9 = ;Z(dif 2
i=1
1S 1.15

donde dj representa los elementos de la matriz de datos con los espectros en las filas
y c es el numero de espectros. El segundo subindice de p en la ecuacién 1.13 indica
que es el primer valor de pureza.

Widing dedujo que la relacion entre el desvio estandar y la media para la misma
variable j se correlaciona con la pureza de la variable. Debido a que la pureza, el des-
vio estandar y la media tienen el mismo nimero de variables como espectros presen-
tes, las variables puras pueden ser representadas como curvas espectrales similares a
lo largo del eje espectral que pueden, entonces, ser facilmente interpretadas. La pri-
mera variable pura es tomada como un maximo de pureza del primer espectro
(Kucheryavskiy et al., 2016).

De acuerdo a la expresién de pureza, cuando el valor de la media tiende a cero,
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la relacién entre éste y la desviacién estandar tiende a infinito. Por esta razén se adi-
ciona una constante al denominador, a, que se define como un porcentaje de la media
y suprime la sobreestimacion de la pureza. SIMPLISMA resuelve los componentes de
manera individual. La variable pura siguiente es aquella que es mas independiente de
la primera variable pura. Finalmente, los componentes resueltos por SIMPLISMA pue-

den ser utilizados como estimaciones iniciales en MCR-ALS.

Analisis de factores evolutivos (EFA). El analisis de factores
evolutivos o que evolucionan (EFA: Evolving Factor Analysis) es un método de analisis
de rango local que detecta el aumento o decaimiento de los componentes en un con-
junto de datos y provee perfiles de concentracién, asumiendo un perfil de aumento-
decaimiento secuencial de todos los componentes del sistema (Tauler et al., 2015). Un as-
pecto importante de este método es el hecho de que el analisis es completamente libre
de modelo, es decir, no se requieren presunciones acerca del proceso quimico bajo
estudio, si bien se requiere de hechos puramente fisicos, tales como una relacion li-
neal entre concentracion de las especies y su senal instrumental (Maeder et al., 2009). Ini-
cialmente, se ha desarrollado para determinar constantes de equilibrio de curvas de
titulacion espectrofotométricas y ha demostrado ser una herramienta muy poderosa
para estudios de equilibrio quimico y analisis cromatograficos.

La idea fundamental de EFA es seguir el cambio o evolucién del rango de una
matriz de datos X como funcion de una variable determinada (eller et al., 1992). La prime-
ra etapa se basa en la observacion de la evolucién dependiente del tiempo del rango
total de una matriz de datos, brindando una ventana de concentraciones de los com-
ponentes involucrados. El segundo paso se basa en una regresion lineal no iterativa
usando la ventana de informacién obtenida, resultando en perfiles de concentracién y
espectros para todos los componentes involucrados en el sistema (Maeder et al., 1988).

El Unico prerrequisito del método es que se obedezca la ley de Lambert-Beer.
Adicionalmente, no es necesaria informacién acerca de la identidad de los componen-
tes en ninguno de los modos. Una aplicacion tipica de este método es la utilizacion de
la ventana de informacién como estimaciones iniciales a los procesos de optimizacién

ALS (Maeder et al., 2009).

Correlacion optimizada de deformaciones (COW). Las he-

rramientas de alineamiento de sefiales y correccién de deformaciones son utilizadas
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para corregir datos de diferente naturaleza, por ejemplo, datos cromatograficos o es-
pectrales. Los algoritmos de correccion de deformaciones aplican procesos de estira-
miento y compresién en sentido horizontal, corrigiendo las sefales por efecto elastico.
Dentro de las técnicas desarrolladas para la correccién de deformaciones se encuen-
tra el algoritmo de correlacién optimizada de deformaciones (COW: Correlation Opti-
mized Warping). Este algoritmo trabaja en segmentos de datos manteniendo los pun-
tos cercanos consecutivos y opera sobre un vector de datos completo.

En COW se requieren 2 parametros iniciales que son establecidos por el analis-
ta: 1- tamano del segmento, “s”; y 2- grado de elasticidad, “I”. Considerandose 2 es-
pectros, uno se selecciona como referencia, mientras que el restante es subdividido en
secciones de longitud s, que, por efecto elastico, son iterativamente comprimidas o
expandidas por interpolacién horizontal hasta un méaximo de “/” puntos, lograndose,
asi, la maxima correlacion entre espectros. Este tipo de correccién no distorsiona la
intensidad de la sefial debido a que la correccién se produce en el eje horizontal. El
principio del algoritmo es hacer coincidir las sefales de todas las muestras a una senal

comun de referencia (Jellema, 2009).

1. 6. CALIBRACION MULTIVARIADA

CONCEPTOS BASICOS

Booksh y Kowalski (Booksh et al., 1994) definen a la calibracion como “un proceso
matematico y estadistico que permite la extraccion de informacion acerca de la con-
centracion de los analitos a partir de una senal instrumental’. Por otro lado, la Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC: International Union of Pure and
Applied Chemistry) (Danzar et al., 1998) establece que la calibracion es “una operacion que
relaciona un cantidad de salida a una cantidad de entrada para un sistema de medi-
cién en condiciones establecidas”, que en términos de quimica analitica significa rela-
cionar una respuesta analitica instrumental a la concentracion del constituyente de

interés en una muestra. Los métodos de calibraciéon pueden ser clasificados depen-
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diendo del tipo de dato generado o del arreglo construido.

En primer lugar, a fin de comprender las propiedades de la calibracién multiva-
riada, es importante definir algunos conceptos que refieren al tipo de muestra y al tipo
de constituyente (Escandar et al., 2007; Olivieri et al., 2014b). Las muestras pueden ser divididas
en:

Muestras de calibracion: empleadas para establecer la relacion entre
la concentracion conocida del analito y la senal instrumental registrada;

Muestras de validacion: muestras compuestas de analitos con con-

centracion conocida empleadas para evaluar el desemperio analitico de la
calibracion en condiciones establecidas. Deben presentar composicion
quimica cualitativamente similar a las muestras de calibracion, si bien las
concentraciones de los analitos deben ser diferentes a las utilizadas en la
etapa de calibracion;

Muestras de prueba o ensayo: muestras que pueden contener consti-

tuyentes adicionales a los presentes en las muestras de calibracion y vali-
dacion y son utilizadas para comprobar la capacidad de la calibracion mul-
tivariada para distinguir la presencia de componentes extrafnos;

Muestras reales: muestras de composicion similar a las muestras de
prueba de las que no se dispone informacion acerca de la concentracion
de los analitos. Ayudan a evaluar la exactitud y precision de la calibracion
multivariada en comparacion con técnicas de referencia. (Olivieri et al., 2014b)
En cuanto a los constituyentes que componen la muestra, la clasificacién se

puede realizar como (Olivieri, 2014):

Constituyentes esperados calibrados: constituyentes principales de
las muestras de calibracion y validacion que son adicionados por el analis-
ta en concentraciones conocidas;

Constituyentes esperados no calibrados: constituyentes de las mues-
tras de calibracion y validacion que presentan sefal instrumental pero se
carece de informacion acerca de su concentracion;

Constituyentes no esperados: componentes presentes en las mues-
tras de prueba y muestras reales y que pueden interferir en el analisis. En
calibracion univariada y calibracion de datos de primer orden, estos consti-
tuyentes interfieren generando un error sistematico en la determinacion del
analito, mientras que para calibracion multivariada de segundo orden y or-

den superior no siempre resultan en un inconveniente.
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El proceso general de calibracion relaciona el contenido de un analito Unico pre-
sente en la muestra a un valor Unico de la sefal instrumental. A este proceso de cali-
bracién se lo denomina “calibracién univariada”. Por otro lado, los procesos de calibra-
cién que involucran la relacién entre las concentraciones de varios constituyentes en
una muestra con las multiples respuestas son comunmente denominados procesos de
“calibracion multivariada” y se clasifican, como se menciond anteriormente, segun el
orden de los datos multidimensionales generados, por ejemplo, calibracién multivaria-
da de primer orden para datos de primer orden, calibracién multivariada de segundo
orden para datos de segundo orden, y asi sucesivamente.

La ventaja mas evidente de los métodos basados en calibracion multivariada es
la determinacion cuantitativa simultdnea de analitos en un sistema multi-componente.
Sin embargo, las ventajas mas relevantes de las técnicas de calibracion multivariada
son las relacionadas a la presencia de constituyentes no esperados en las muestras
de prueba y muestras reales, llamados interferentes. La ventaja de primer orden, que
es propia de los métodos de calibracién multivariada de primer orden, es aquella rela-
cionada a la capacidad de distinguir muestras anémalas de un conjunto de muestras
en virtud de las diferencias en su composicién respecto a las muestras de calibracion.
Por otro lado, la ventaja relacionada al hecho de que los analitos pueden ser determi-
nados en presencia de constituyentes no esperados en las muestras de prueba es
llamada ventaja de segundo orden y es propia de la calibracién multivariada se segun-
do orden u orden superior (Olivieri et al., 2014b). Por Ultimo, la ventaja de tercer orden, rela-
cionada a la calibracién multivariada de tercer orden u orden superior, no ha sido aun
establecida en la comunidad cientifica, si bien algunos autores la definen como la ca-
pacidad de resolver un problema complejo en un arreglo de datos correspondiente a
una muestra anica, en independencia de muestras adicionales, el aumento de la sen-
sibilidad y la selectividad y resoluciéon de problemas de co-linealidad entre sefales (wu
et al., 2015).

En otro orden, se ha demostrado que el aumento en el orden de los datos ins-
trumentales tiene un impacto positivo en las cifras de mérito que caracterizan a los

métodos analiticos (Olivieri, 2014).

CIFRAS DE MERITO ANALITICAS

En quimica analitica, las cifras de mérito analiticas (FOMs: Figures Of Merit) se
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definen como parametros numéricos necesarios para la comparacién de rendimientos
relativos de diferentes metodologias analiticas, cifras utiles para discriminar sus capa-
cidades de deteccidn (Olivieri et al., 2014a) y que forman parte integral de los protocolos de
analisis.

La sensibilidad (SEN) es clave elemental en la estimacién de otras FOMs, como
lo son: 1- sensibilidad analitica: importante para la comparacién de metodologias ba-
sadas en diferentes sefales instrumentales; 2- selectividad (SEL): ayuda a evaluar la
posibilidad de cuantificacion de un analito en presencia de potenciales interferentes; y
3- prediccidn de incertidumbres, limite de deteccion (LOD: Limit Of Detection) y limite
de cuantificacion (LOQ: Limit Of Quantitation): necesarias para evaluar las capacida-
des predictivas de un método.

En calibracion univariada, la prediccién de la concentracién de un analito (y) en
una muestra de prueba a partir de su senal instrumental (x) se realiza a través de la

expresion clasica obtenida de una curva de regresion

_(x—no) 1.16
}’——mo

donde ny y my representan la ordenada al origen y la pendiente, respectivamente, ob-
tenidas del grafico de regresion de calibracién univariada. En este tipo de calibracion,
la pendiente, my, representa la SEN del método. Sin embargo, en métodos de calibra-
cién de orden superior el concepto de senal analitica neta (NAS: Net Analyte Signal)
resulta util para evaluar la SEN del método (Olivieri, 2014).

Una definicién alternativa del concepto de SEN puede ser dada en términos de
propagacion de incertidumbres: “la SEN es considerada como una medida del grado
de ruido de salida de un sistema para un dado ruido de entrada’ (Fragoso et al., 2016; Olivieri,
2014), entonces, una mayor SEN se obtiene si el ruido de salida es inferior al de entra-

da. Asi, el parametro de SEN se define como

- 1.17
Oy

donde oy, y o, son las incertidumbres en la sefal instrumental y la concentracion, res-
pectivamente (Olivieri et al, 2014a). Esta estrategia de propagacién de incertidumbres asu-

me que el ruido de entrada es independiente e idénticamente distribuido.
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Se ha demostrado, ademas, que el valor de SEN depende del orden de los datos
instrumentales y depende, también, del modelo matematico seleccionado para el ana-
lisis de los datos. La expresion general de SEN derivada del concepto de propagacién
de incertidumbres presenta la siguiente estructura,

3 -1/2 1.18
SEN = {gnT[ZespT(l - Znoespznoe5p+)zesp] 1g"}

donde cada parametro dependera del modelo matematico utilizado y el orden de los
datos, segun se detalla en la Tabla 1.1. La matriz Z., y el vector especial de la identi-
dad del analito, g,, corresponden a la fase de calibracién; los subindices “esp” y
“noesp” refieren a componentes esperados y no esperados, respectivamente. La ma-
triz Zes, colecta los perfiles de los constituyentes presentes en la muestra de calibra-
cién y el vector g, selecciona o combina esta informacion, haciéndola especifica para
el constituyente de interés n. El factor final de la ecuacion 1.18, (I — ZnoespZnoesp ), €S la
manifestacion matematica de la ventaja de segundo orden y solo aparece en metodo-
logias de calibraciéon de segundo orden u orden superior.

Asi, por ejemplo, en el caso de datos multidimensionales de segundo orden, dis-
puestos en un arreglo de 2-vias aumentado, aplicando un modelo MCR-ALS, la SEN

se deriva en la expresion (Bauza et al., 2012):

_41-1/2
SENMmcr = Pk [](STS),{;]

siendo k el indice del analito de interés en la mezcla multi-componente, J el nUmero de
datos en cada sub-matriz en el modo aumentado y px la pendiente de la curva estima-
da en la regresion pseudounivariada construida con los perfiles de concentraciéon ob-
tenidos posterior al modelado por MCR-ALS. Se puede observar que la SEN, en este
caso, depende del perfil espectral calculado S.

Por ultimo, las estimaciones de LOD y LOQ se obtienen segun las ecuaciones

1.20 y 1.21, respectivamente (Bauza et al., 2012):

2tqpSdeest 1.20

LODMCR = Zta'USC = SENMCR
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LODpmcr 1.21

LOQMCR = 1OSC =10
2t

para una distribucién t no central con v =n-2 grados de libertad y una probabilidad
del 95 % (nivel a = 0.05). La desviacion estandar de concentracién predicha y la des-
viacion estandar estimada cuando el valor real de la senal neta es cero, vienen repre-
sentadas mediante s.a sd.s, respectivamente. Esta ultima también se define como el

nivel de ruido instrumental presente en el sistema.

Tabla 1.1. Parametros utilizados en la expresion de sensibilidad de diferentes métodos de ca-
libracion

Parametro
Modelo Orden Detalle
dn Znoesp Zesp

myp = pendiente del gréafico univariado
0, = vector Kronecker del analito n
o J = nimero de sensores del modo aumen-
Univariado 0 1 mo - tado en cada sub-matriz del arreglo Daym
my, = pendiente del grafico pseudounivaria-
do®
Choesp = perfiles en modo no aumentado de
los constituyentes esperados en las mues-
MCR-ALS 2 On (mn /]1/2)Cesp Choese tras de calibracion
Choesp = perfiles en modo no aumentado de
los constituyentes no esperados
Segundo orden: Zesp = MpCespO Besp

PARAFAC . 0
2,3, " Tercer orden: Zesp = MoDesp®OCespO Besp

a

Pendiente extraida de la curva de calibracién pseudounivariada construida a partir de las contri-
buciones individuales de los analitos obtenidas del modelo quimiométrico.

Es importante tener en cuenta que para estudios cuantitativos es posible obtener
informacién cuantitativa a partir de los perfiles obtenidos de la descomposicién de los
datos multidimensionales, pudiéndose construir modelos de regresién. Para MCR-ALS
esta informacion se obtiene a partir de los perfiles de las matrices C que, por ejemplo,
para datos cromatograficos, se extrae como las areas correspondientes a las senales
cromatograficas o picos cromatograficos. En PARAFAC, en cambio, esta informacion

es extraida directamente de la matriz de A, obtenida del modelado quimiométrico. De
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esta manera, segun se obedezca la ley de Lambert-Beer, las areas obtenidas de
MCR-ALS o los valores contenidos en A obtenidos de PARAFAC seran proporcionales
a la concentracion del componente de interés, pudiéndose construir curvas de regre-
sidn para cada analito individualmente, denominandose regresién pseudounivariada.
Finalmente, otra manera de estimar las FOMs para datos de segundo orden es
utilizar la informacion contenida en los perfiles puros obtenidos del modelado quimio-
métrico para cada analito del sistema multi-componente y estimarlos siguiendo una
calibracion univariada clasica (Saurina et al,, 2001). De esta manera, la SEN estara definida
como el valor de la pendiente de la curva lineal ajustada de la regresiéon pseudouniva-
riada, resultado de graficar las respuestas relativas obtenidas del modelado respecto a
las concentraciones conocidas de los constituyentes de la calibracién. Luego, las esti-
maciones de LOD y LOQ se obtienen siguiendo las ecuaciones 1.20 y 1.21, reempla-
zando s, por sy, representando esta ultima la desviacion estandar de la senal neta es-
timada cuando el valor real es cero. Aqui, el calculo de las FOMs no dependen del

valor de SEN (Clayton et al., 1987; ICH, 2005).
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2. OBJETIVOS

“One is never afraid of the unknown; one is afraid of the known coming to an end”

Krishnamurti, J.

2. 1. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar nuevas estrategias de obtencién de datos multidimensionales y explorar
las potencialidades de los algoritmos quimiométricos para el andlisis de muestras
complejas de composicién variada. Desarrollar nuevos métodos analiticos para estu-
dios descriptivos y/o predictivos de sistemas quimicos de diferente naturaleza, combi-
nando diversas metodologias analiticas con modelado quimiométrico de datos multi-

dimensionales.
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2. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Generar datos de segundo orden utilizando técnicas separativas acopladas a de-
teccién espectral para el analisis de contaminantes emergentes en muestras acuosas.

Generar datos de segundo orden utilizando técnicas de inyeccién en flujo aco-
plada a deteccion espectral para la determinacion de farmacos en muestras bioldgicas
complejas.

Generar datos de segundo orden utilizando técnicas espectroscépicas infrarrojas
para el andlisis conformacional de macromoléculas en el proceso de desnaturalizacion
inducido por alcohol en medio acuoso. Desarrollar y poner a punto de una nueva me-
todologia analitica basada en espectroscopia laser infrarroja para el andlisis de protei-
nas y polipéptidos en medio acuoso y medio deuterado.

Generar datos de segundo orden utilizando técnicas de dicroismo circular y es-
pectroscopia de absorcion infrarroja para el analisis conformacional de macromolécu-
las en un proceso térmico en medio deuterado. Evaluar el comportamiento de la tran-
sicién conformacional de un polipéptido en un rango amplio de concentraciones por
combinacién de diferentes técnicas analiticas: dicroismo circular, espectroscopia laser
infrarroja y espectroscopia infrarroja acoplada a transformada de Fourier.

Generar datos de tercer orden utilizando técnicas cromatograficas acopladas a
deteccion de matrices de excitacién-emisioén de fluorescencia, evaluando los posibles
arreglos instrumentales para el analisis.

Evaluar y combinar diferentes estrategias de desarrollo de experimentos, pre-
procesamiento de datos y analisis a fin de explotar la potencialidad de los métodos
analiticos desarrollados en su conjunto para obtener la maxima informacién relevante

de los sistemas quimicos bajo estudio.
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3. OBTENCION Y ANALISIS DE
DATOS — APLICACIONES

“Don’t think about why you question, simply don’t stop questioning. Try to
comprehend a little more each day. Have holy curiosity”

Einstein, A.

3. 1. METODO CROMATOGRAFICO PARA LA
DETERMINACION DE FLUOROQUINOLONAS EN MEDIO ACUOSO
BASADO EN LA FORMACION DE COMPLEJOS METALICOS Y
MODELADO DE DATOS MULTIDIMENSIONALES

Enhanced fluorescence sensitivity by coupling yttrium-analyte complexes and three-way
fast high-performance liquid chromatography data modelling — Alcaraz, M.R., et al., Anal
Chim Acta 2016, 902, 50-58
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CONSIDERACIONES GENERALES

En la década del 60’, una nueva familia de farmacos sintéticos, denominada qui-
nolonas (QUI), ha sido desarrollada para el tratamiento de infecciones bacterianas en
humanos (sukul et al., 2007). A pesar de su efectividad, el rapido desarrollo de resistencia
microbiana a los antibiéticos ha obligado a la industria farmacéutica a investigar nue-
vas estructuras quinolénicas a fin de aumentar y mejorar su espectro de accién bacte-
ricida, como también, sus propiedades farmacocinéticas. En la década del 80’, una
modificacion clave en la estructura quimica base del farmaco, basada en el agregado
de un grupo fluor en el anillo aromético, dio origen a una subfamilia de QUI, denomi-
nada fluoroquinolonas (-QUI), una clase importante de antibi6ticos que ha sido exten-
samente utilizada en los ultimos 30 afios (Uivarosi, 2013) para el tratamiento de infeccio-
nes, ya no solo en humanos sino en animales domeésticos, aves de corral, animales de
granja y peces. En la Figura 3.1 se representa la estructura quimica general basica de
las f-QUI.

o) 0
i | X | OH
7
R X N
R R

Figura 3.1. Estructura quimica general de las fluoroquinolonas

Las f-QUI son agentes bactericidas muy potentes utilizados generalmente como
segunda linea de defensa en humanos. Actuan principalmente sobre la inhibicién de
las enzimas ADN girasa y ADN topoisomerasa IV bloqueando la replicacion y trans-
cripcion del ADN bacteriano por interaccion de sus funciones carbonilo, carboxilo y
flior con residuos de acido aspartico, serina y lisina de las enzimas, llevando a una
rapida muerte celular (Sadeek et al., 2011; Uivarosi, 2013). Dentro de esta familia de antibiéti-
cos, ciprofloxacina (CPF), ofloxacina (OFL) y norfloxacina (NRF) han sido aprobadas
para al uso en humanos, mientras que enrofloxacina (ENF) y sarafloxacina (SRF) se
aplican exclusivamente en medicina veterinaria. Es importante destacar que el Centro
para la Medicina Veterinaria (CVM: Center for Veterinary Medicine), en dependencia

de la Administraciéon de alimentos y drogas de los Estados Unidos (US FDA: United
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State-Food and Drug Administration), ha prohibido el uso de SRF en ganillas ponedo-
ras y ha propuesto eliminar el uso de ENF en animales de granja debido a que contri-
buye al desarrollo de Campylobacter resistente a f-QUI en infecciones en humanos
(Schaefer, 2002), COMO asi también, el retiro absoluto de esta ultima en el agua de aves de
corral (Crawford, 2005).

Las f-QUI se utilizan ampliamente para el tratamiento de diversas afecciones vy,
en medicina veterinaria, son intensamente administradas en grandes cantidades. Es-
tos compuestos no son completamente metabolizados por el organismo y se descar-
gan al ambiente como compuesto parental o como subproductos de ellos. En conse-
cuencia, y debido a la gran ocurrencia en fuentes ambientales, estos compuestos son
denominados contaminantes emergentes y representan un gran interés social y me-
dioambiental. Su interés radica, principalmente, en el desconocimiento de los efectos
que pudiesen ocasionar en la salud si persisten en el ambiente incluso en bajos nive-
les de concentracion (knetan et al., 2007), teniendo en cuenta, ademas, que estos farmacos
sintéticos presentan una alta resistencia a la biodegradacién (He et al., 2015). ES por todo
esto que el monitoreo y la determinaciéon de estos compuestos a nivel de trazas en
fuentes ambientales resulta, hoy en dia, indispensable para el control de la salud hu-
mana y medioambiental.

En la literatura es posible encontrar un gran niumero de métodos para la deter-
minacion de f-QUI en diversas matrices ambientales, incluyendo métodos cromatogra-
ficos con deteccién de fluorescencia (FD: Fluorescence Detection), deteccion por es-
pectroscopia de masas o deteccion UV-Vis con DAD, obteniéndose datos de segundo
orden u orden superior (Escandar et al., 2014). En este contexto, las técnicas de calibracion
multivariada han sido implementadas para el modelado de datos multidimensionales,
lograndose una considerable mejora en las propiedades analiticas del método. Adicio-
nalmente, es posible encontrar métodos basados en sondas luminiscentes que involu-
cran el uso de iones metalicos (Rodriguez-Diaz et al., 2003; Wang et al., 2009; Wang et al., 2006) O na-
noparticulas metdlicas (Liu et al., 2014; Yanez-Jacome et al., 2015), aprovechandose sus particu-
lares caracteristicas para lograr aumentar la sensibilidad y la selectividad del método,
entre las que se destacan, bandas espectrales estrechas, tiempo de vida luminiscente
prolongado, amplios corrimientos de Stokes, fuerte capacidad de combinacién con
otros compuestos (Lakowicz, 2006; Tong et al., 2010a). En los Ultimos afos, las sondas luminis-
centes han demostrado ser una excelente alternativa para la determinacién de diferen-
tes compuestos a nivel de trazas en matrices de diversa complejidad.

Una propiedad quimica interesante de las QUI es su capacidad de unirse a iones

3.38



metalicos de valencia superior para formar complejos. La presencia de un grupo car-
boxilo contiguo a un carbonilo ceténico permite la formacién de quelatos metalicos
mediante accidén de la QUI como ligando bidentado, si bien, a través de otros grupos
funcionales, puede actuar también como ligando unidentado o como ligando puente
(Sadeek et al.,, 2011; Uivarosi, 2013). Por andlisis espectroscopico (UV-Vis, IR y NMR) y analisis
tedrico computacional (TD-DFT: Time-Dependent-Density Functional Theory) se ha
demostrado que la formacién del complejo metélico entre las QUI e iones metalicos
como Co**, Ni#*, Y**y Zn*, se genera a través del 4&tomo de oxigeno deprotonado del
grupo carboxilico y el atomo de oxigeno carbonilo del anillo de las QUI en estado zwit-
teriénico (Drevensek et al,, 2006; Patel et al., 2008; Sadeek et al., 2011). ESto sugiere que la formacién
del complejo metéalico se encuentra altamente afectada por las modificaciones del pH
del medio en virtud de las propiedades acido-base del farmaco. En la Figura 3.2 se
muestra el modelo de coordinaciéon propuesto para los complejos entre las QUI con

metales polivalentes, en el ejemplo de CPF-Y**.

Y Oy
N N\)
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\/
H20 o OH2
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-

Figura 3.2. Modelo de coordinacién propuesto de la formacién del complejo metélico entre Y** y CPF

La formacién de estos complejos metalicos no solo afecta la actividad antibacte-
riana y farmacocinética del farmaco, sino que también modifica sus propiedades épti-
cas (Sadeek et al, 2011). En trabajos recientes se ha demostrado que la presencia del me-
tal itrio, en su estado oxidado, Y**, puede incrementar notablemente la fluorescencia

nativa de varios de estos compuestos y modificar su espectro UV y de fluorescencia.
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El ion Y* en solucién no presenta florescencia nativa, pero en presencia de ciertos
compuestos, como las QUI, es capaz de exaltar la senal de fluorescencia nativa del
cromoforo (Han et al., 2005; Tong et al., 2010a; Tong et al., 2010b). La formacion del complejo QUI-
Y? conlleva tanto un aumento de la sefial fluorescente del analito como un cambio en
la posicidn del maximo de intensidad (Han et al., 2005; Tong et al., 2010a; Tong et al., 2010b). Esto
también se ha demostrado para los espectros de absorbancia, en donde la presencia
del metal induce un cambio en la posicién del maximo de absorbancia correspondiente
(Sadeek et al., 2011).

Con base en lo mencionado, aprovechandose la particularidad de las QUI de
formar complejos metélicos y las caracteristicas de las sondas luminiscentes, se pro-
pone un método analitico para la determinacién de 7 f-QUI a nivel de trazas en agua
de recursos naturales, incluyendo un sistema basado en complejos f-QUI-Y?*, por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC: High Performance Liquid Chromato-
graphy) y deteccién de fluorescencia de barrido rapido (HPLC-FSFD). Ademas, a fin
de obtener mejoras en las propiedades analiticas, se utilizaron herramientas quimio-

métricas de calibracion multivariada para el modelado de los datos obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Todos los estandares utilizados fueron de calidad grado anali-
tico. Las drogas soélidas de enoxacina (ENO), norfloxacina (NRF), ofloxacina (OFL) y
sarafloxacina (SRF) fueron provistas por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Cipro-
floxacina (CPF), difloxacina (DIF) y enrofloxacina (ENF) fueron adquiridas de Fluka
(Buchs, Suiza). El acetonitrilo (ACN) calidad cromatografia liquida fue obtenido de Li-
Chrosolv (Merk Millipore Co., Darmstadt, Alemania). El acido acético glacial (HAc) fue
adquirido de Merk (Damstadt, Alemania) y el acetato de sodio trihidrato (NaAc) calidad
p.a. fue provisto por Anedra (La Plata, Argentina). El nitrato de itrio hexahidrato
(Y(NO3)56H-0) fue adquirido de Sigma-Aldrich (Steintheim, Alemania). El agua de
laboratorio ultrapura fue obtenida por un sistema de purificacion de agua Milli-Q Milli-

Pore (Billerica, Estados Unidos).

Soluciones de trabajo. Se preparé una solucién madre de cada f-QUI

mediante disolucion de la cantidad apropiada de cada analito en metanol alcalinizado
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(pH~9.0) a fin de obtener una concentracion final de 200.0 ug mL™". La solucién madre
de itrio (Y?*) de concentracion 0.1 mol L™' de Y*" se preparé disolviendo la cantidad
apropiada de Y(NO3)3*6H.O en agua ultrapura. Para su conservacion, todas las solu-
ciones se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz por un periodo no mayor a 2 meses.

Para la determinacién cromatografica, se prepar6 una solucién reguladora de
HAc/NaAc disolviendo una cantidad apropiada de NaAc en agua ultrapura y ajustando
el pH a un valor de 4.0 con HAc glacial, lograndose una concentracion formal igual a
0.02 mol L™'. A esta solucién se le adicioné 1.0 mL de solucion madre de Y*, obte-
niéndose una concentracién final de Y** de 1.0 x 10™* mol L™'. Finalmente, se completd
el volumen de 1000.0 mL con agua ultrapura (esta solucidén sera referida en el texto
como AcYB). Previamente a ser usada como fase movil cromatogréfica, la solucién se
filtr6 a través de una membrana de nylon con tamafno de poro de 0.45 um (Sartorius,

Goettingen, Alemania).

Muestras de calibracion y validacion. Para la calibracién se
prepard un set de 5 soluciones estandares en diferentes niveles de concentracion para
cada f-QUI individualmente. Las soluciones se prepararon transfiriendo una alicuota
apropiada de solucion madre del analito correspondiente y 5.0 uL de solucion madre
de Y* a matraces aforados de 5.0 mL, completandose el volumen con agua ultrapura.
Los rangos de concentracién en los sets de calibracién para cada f-QUI estuvieron
comprendidos segln se detallan a continuacién: 1- CPF, ENF y NRF: 0.0 ngmL™" y
30.0 ng mL™"; 2- ENO: 0.0 ng mL™" y 200.0 ng mL™"; 3- DIF: 0.0 ng mL™" y 90.0 ng mL’;
4- OFL: 0.0ngmL™" y 36.0ng mL™"; y 5- SRF: 0.0 y 84.0 ng mL™". Considerando que,
en las condiciones experimentales utilizadas, NRF/CPF y SRF/DIF presentan espec-
tros de emision de fluorescencia idénticos y resolucion cromatografica incompleta, se
llevé a cabo una calibracién conjunta siguiendo el procedimiento que se explica a con-
tinuacion: se preparé un set de calibracion de 5 soluciones mezcla en diferentes nive-
les de concentracion de NRF y CPF transfiriendo alicuotas apropiadas de solucion
madre de los respectivos analitos y 5.0 ul de solucién madre de Y?** a matraces afora-
dos de 5.0 mL y completandose el volumen con agua ultrapura. Siguiendo el mismo
procedimiento, se llevo a cabo la calibracion conjunta de SRF y DIF.

Para la validacion, se prepar6 un set de 11 soluciones mezcla conteniendo todas
las f-QUI analizadas en diferentes niveles de concentracion, considerando valores dis-

tintos a los utilizados para la calibracién, si bien comprendidos en los mismos rangos
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de concentracion. Las soluciones se prepararon siguiendo un modelo aleatorio, transfi-
riendo alicuotas apropiadas de cada solucién madre de f-QUI y 5.0 uL de solucién
madre de Y** a matraces aforados de 5.0 mL y completandose el volumen con agua
ultrapura.

La concentracion final de Y** en cada solucién estandar de calibracion y solucion
mezcla de validacion fue de 1.0 x 10~ mol L™". Todas las soluciones se prepararon
diariamente, por triplicado.

Finalmente, previamente a la inyeccidn al sistema cromatografico, todas las so-
luciones se filtraron usando membranas de nylon con tamafo de poro de 0.45 um
(MSA, Osmonics Inc, Minnesota, Estados Unidos) y se transfirieron a viales de inyec-
cion de 2 mL. Seguidamente, se inyecté un volumen de 100 pL de solucién en el sis-

tema cromatografico.

Muestras ambientales de matrices acuosas. Las muestras de
agua analizadas se obtuvieron de 3 fuentes naturales distintas: 1- Muestras de agua
superficial recogidas del arroyo Las Prusianas (Santa Fe, Argentina); 2- Muestras de
agua de efluente recolectadas de diversos puntos de desaglie de la Facultad de Bio-
quimica y Ciencias Bioldgicas (Santa Fe, Argentina); y 3- Muestras de agua obtenidas
de napa subterranea de la ciudad de Santa Fe apta para consumo humano (barrio
distrito Colastiné, Santa Fe, Argentina). Las muestras se colectaron en botellas de 1 L
de color &mbar y se procesaron de inmediato a su llegada al laboratorio; en los casos
en los que no fue posible analizarlas de manera inmediata, se almacenaron a 4 °C
protegidas de la luz por un lapso no mayor a 1 semana. A fin de remover sedimentos
que pudiesen estar presente, las muestras se centrifugaron a una velocidad de
4000 r.p.m. durante 10 min y se filtraron por vacio a través de membranas de nylon
con tamarno de poro de 0.45 pm.

Se prepararon 3 sets de 12 soluciones muestra que incluyeron a las soluciones
muestra no fortificadas (o blanco de muestra) y las soluciones muestra fortificadas en
3 niveles de concentracién para cada f-QUI. Las soluciones se prepararon siguiendo el
mismo procedimiento descrito para las soluciones de validacion, si bien el volumen se
complet6é con agua de las muestras recolectadas.

A partir de este momento, las muestras ambientales de matrices acuosas seran

referidas como muestras reales.
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Instrumentacidon y procedimiento. Todos los experimentos cro-
matograficos se llevaron a cabo usando un instrumento Agilent 1100 LC (Agilent Te-
chnologies, Waldbronn, Alemania) equipado con desgasificador, bomba cuaternaria,
inyector automatico, compartimento termostatizado para columna, DAD UV-Vis, FSFD
y el programa informatico ChemStation (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)
requerido para el control del instrumento y la adquisicién de los datos.

La separacién cromatografica se realiz6 utilizando una columna analitica 3.5 um
Zorbax Eclipse XDB-C18 (75 mm x 4.6 mm) (Agilent Technologies, Waldbronn, Ale-
mania) como fase estacionaria, operando en modo isocratico con una velocidad de
flujo de 2.20 mL min™", con una temperatura de compartimento para columna de 45 °C,
durante 16.0 min. La fase mévil consisti6 en una mezcla de solucién AcYB y ACN en
una proporcion 91:9. Las matrices de datos tiempo de retencién-espectro de emision
de fluorescencia (RTEM: Retention Time-Emission Matrix) se registraron en el rango
espectral comprendido entre 380.0 nm y 510.0 nm, con la longitud de onda de excita-
cién fijada en 280.0 nm, en el tiempo de elucion comprendido entre 0.0 miny 16.0 min.
El detector se operd con una ganancia de fotomultiplicador de 18 y una velocidad de
barrido igual a 180 nm s™'. De esta manera, las RTEM consistieron en 1012 x 132 da-
tos para la dimension temporal y espectral, respectivamente.

Las mediciones espectroscopicas de fluorescencia se realizaron utilizando un
espectrofotémetro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55 (Waltham, Estados Unidos) y
una celda de cuarzo de 1 cm x 1 cm de paso Optico. Los espectros se registraron cu-
briendo el rango espectral de entre 350.0 nm y 520.0 nm para emisién y 250.0 nm y
380.0 nm para excitacién, utilizando una longitud de onda excitacién y emision corres-
pondiente al maximo de intensidad, respectivamente. Para el control del instrumento y
la adquisicion de los datos se utilizé el programa informatico FL WinLab (Perkin-Elmer
Inc., Waltham, Estados Unidos).

Las mediciones de pH se realizaron utilizando un potenciémetro Orion 410A
(Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un electrodo de vidrio combinado

Boeco BA17 (Hamburgo, Alemania).

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. El procesamiento de datos y el analisis quimiométrico con MCR-ALS se reali-
zaron en MatLab 7.10 (MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos). Los algoritmos nece-

sarios para operar MCR-ALS se encuentran asequibles en internet accediendo a la

3.43



pagina web http://www.mcrals.info/. Todos los algoritmos necesarios para el pre-
procesamiento de los datos fueron desarrollados y escritos en MatLab por integrantes

de nuestro laboratorio.

RESULTADOS

Optimizaciéon de la concentracion de Y**. se evaluaron los
cambios en la intensidad de fluorescencia de las 7 f-QUI promovidos por la presencia
de Y** en una solucién reguladora de concentracién formal igual a 0.02 mol L™ de
NaAc/HAc pH 4.00. Los resultados demostraron la existencia de una fuerte dependen-
cia de la intensidad de fluorescencia con la concentracion de Y*'. La intensidad de
fluorescencia de todas las f-QUI mostré un significativo incremento frente al aumento
de la concentracién del metal, hasta alcanzar un valor maximo y constante cuando la
concentracién del metal superé el valor de 1.0 x 10~ mol L™". Sobre la base de estos
resultados, se establecié un nivel de concentracion de Y** igual a 1.0 x 10~ mol L™
para el desarrollo de todos los experimentos subsiguientes. En estas condiciones, la
relacién molar de Y** en la solucién final respecto a los analitos a determinar fue de
1000:1 (Y**:f-QUI, considerando la mayor concentraciéon de todas las f-QUI en una
solucién mezcla), asegurando el exceso de Y** en todos los experimentos.

En la Figura 3.3 se muestran los espectros de excitacion y emision normalizados
para SRF en solucién acuosa en presencia y ausencia de Y*°. Se puede observar que
la presencia del metal induce cambios espectrales debidos a la formacién del complejo
metélico. El espectro de emision de fluorescencia del sistema SRF-Y** muestra un
fuerte corrimiento de la longitud de onda de maxima intensidad a longitudes de ondas
menores. Si bien el espectro de excitacion de fluorescencia también muestra una per-
turbacién ante la presencia del metal, el corrimiento hacia longitudes de ondas meno-
res no es de la misma magnitud que el mostrado para la emisién. Este fenédmeno se
presentd para todas las f-QUI analizadas en las mismas condiciones. Estos resultados
coinciden con los reportados en trabajos anteriores para NRF (Han et al,, 2005), ENF (Tong
et al,, 2010b) y CPF (Tong et al,, 2010a), €n similares condiciones, en los que se asegura que

el cambio espectral observado se da por fluorescencia del ligando perturbada por Y**.
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Figura 3.3. Espectros de excitacion y emisién de fluorescencia normalizados de SRF en presencia (linea de puntos) y
ausencia (linea continua) de Y** en una solucién reguladora de NaAc/HAc pH 4.00

Para evaluar el efecto del incremento de la sefal fluorescente de las f-QUI ante
la presencia del metal en las condiciones cromatograficas experimentales, se realiza-
ron determinaciones cromatograficas para cada f-QUI individualmente en presencia y
ausencia de Y**. Los andlisis cromatograficos en ausencia del metal se realizaron utili-
zando una fase movil libre de Y** y sin agregado previo del metal a las muestras a
analizar. En la Figura 3.4 puede apreciarse el efecto del Y** sobre la sefial de fluores-
cencia obtenida para SRF por analisis cromatografico. Una senal imperceptible de
fluorescencia nativa (recuadro de Figura 3.4) de una solucién de 60.0 ng mL™" de SRF
experimentd un incremento de 460 veces el valor de su sefial ante la presencia de Y**.

Se observaron incrementos de la senal fluorescente en érdenes comprendidos
entre 100 a 1740 veces mayores a la sefnal nativa. Este incremento en la sefal analiti-
ca condujo a importantes reducciones en los limites de cuantificacién y deteccion, ha-
ciendo al método propuesto comparable con aquellos que requieren sistemas de de-
teccion mas complejos o metodologias que involucren procedimientos de pre-

procesamiento de muestras que pudiesen resultar tediosos o largos.
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Figura 3.4. Sefial cromatografica obtenida para una solucion conteniendo 60.0 ng mL™ de SRF en ausencia (linea de

puntos) y presencia (linea continua) de 1x10™ mol L™ de Y**. En el recuadro se amplifica la sefial obtenida para SRF
en ausencia de Y**. Deteccion: Le= 280.0 NM; Lem= 440.0 nm

En la Tabla 3.1 se detallan las areas cromatogréficas obtenidas para las 7 f-QUI

evaluadas en presencia y ausencia de Y*'.

Tabla 3.1. Areas obtenidas de las sefiales cromatograficas correspondientes para las f-QUI
analizadas en ausencia y presencia de Y**

Analito ® Area sin Y**° Area con Y**° Aumento de intensidad °
ENO ND ®© 424.5 >424
NRF 5.5 2918.1 531
OFL 11.3 1895.4 168
CPF 17.7 1825.6 103
ENF 8.3 1340.5 162
SRF 27.6 12690.1 460
DIF 1.5 2614.5 1743

a

Concentraciones de CPF, ENF y NRF: 10.0 ng mL™"; OFL: 12.0 ng mL™"; ENO y DIF: 50.0 ng mL~
' SRF:60.0 ng mL™;

b Area cromatogréfica obtenida para cada f-QUI en ausencia de Y**. Deteccidn: Aex= 280.0 nm y
Zem= 440.0 nm para CPF, NRF, ENF, SRF y DIF; A¢n= 400.0 nm para ENO; y Aem= 490.0 nm para OFL;

© Area cromatografica obtenida para cada f-QUI en presencia de Y**. Deteccion: e = 280.0 nm y

Jem= 440.0 nm para CPF, NRF, ENF, SRF y DIF; Ae¢n= 400.0 nm para ENO; y Aem= 490.0 nm para OFL;

d AreaconY3*,

Relacién entre areas obtenidas, calculada como ————;
Area sin Y3+
° ND: no detectable.
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Seleccidén de condiciones cromatograficas. Durante el desa-
rrollo del método cromatografico se observo baja reproducibilidad en el valor de las
areas cromatograficas en virtud de, principalmente, la formacién del complejo metalico.
La adicion de Y** Ginicamente como componente de la fase mévil gener6 una variabili-
dad significativa para réplicas de inyeccion, tanto en los tiempos de retencién como en
las areas de las senales cromatograficas. Este fenémeno sugirié una falta de reprodu-
cibilidad debida a la deficiencia en la formacién del complejo metalico dentro de la co-
lumna, a causa de que la interaccién con la fase estacionaria imposibilitaria la correcta
interaccion entre los analitos y el Y**. Ante este inconveniente, se opt6 por generar el
complejo previamente a la resolucion cromatografica agregando Y** a las soluciones
muestra durante la preparacion, en un nivel de concentracion igual al presente en la
fase movil. Adicionalmente, la presencia de Y** en la fase mévil favoreceria a la estabi-
lizacion en la columna del complejo pre-formado.

Posteriormente, se evalu6 la manera de minimizar el porcentaje de solvente or-
ganico constituyente de la fase movil, a fin de beneficiar la formaciéon del complejo f-
QUI-Y**y, asi, desarrollar un método acorde con los lineamientos de la quimica anali-
tica verde (Lakowicz, 2006; Tistaert et al, 2012), pese a causar un detrimento en la forma del
pico cromatografico de los analitos. Ademas, se optimiz6 el pH de la fase mévil consi-
derando la naturaleza de la fase estacionaria y su correcta interaccién con las f-QUI,
sin alterar la formacién y estabilidad del complejo metélico formado. El valor de pH que

generd los mejores resultados fue 4.00.

Modelado quimiométrico por MCR-ALS. En las condiciones
experimentales analizadas existen dos grupos de analitos con idénticos espectros de
emision de fluorescencia: NRF/CPF/ENF y SRF/DIF. Esta caracteristica se describe
como deficiencia de rango espectral entre componentes de un sistema analitico (Tistaert
et al, 2012). Los espectros correspondientes a cada f-QUI analizada en este trabajo en
presencia de Y** se muestran en la Figura 3.5.

En este trabajo, se seleccion6 MCR-ALS, en su version extendida (ext-MCR-
ALS), como algoritmo quimiométrico para el modelado de datos. Para ello, se constru-
y6 una matriz aumentada en columnas, es decir, apilada en sentido espectral, llevan-

dose a cabo la resolucién en el sentido temporal.
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Figura 3.5. Espectros de emisién de fluorescencia normalizados de ENO (rojo), CPF (linea azul continua), NRF (linea
de rayas y puntos azul), OFL (celeste), ENF (amarillo), SRF (linea continua verde) y DIF (linea de rayas y puntos
verde) en presencia de Y** en solucién reguladora de NaAc/HAc pH 4.0

En este caso, ext-MCR-ALS, al igual que otros algoritmos quimiométricos
(PARAFAC, UPLS-RBL), no resulta el algoritmo ideal para la resoluciéon quimiométrica,
ya que no puede superar el inconveniente de deficiencia de rango espectral. Sin em-
bargo, mediante una estrategia de analisis aplicada a la resolucién quimiométrica se
logré favorecer el modelado y la resoluciéon de los datos. La estrategia aqui utilizada
para el analisis de datos se resume en los siguientes pasos:

Previo al modelado quimiométrico, las matrices de datos se dividie-

ron en 2 regiones en el sentido temporal. La primera region estuvo com-
prendida entre 2.2 min y 6.2 min incluyendo a ENO, NRF, OFL y CPF; la
segunda region estuvo comprendida entre 6.2 min y 16 min incluyendo a
ENF, SRF y DIF. No obstante, cada region contuvo a un par de analitos
con idénticos espectros de emision e incompleta resolucion cromatografi-
ca, manteniéndose aun la deficiencia de rango espectral.

Durante el ajuste por ALS del modelado quimiométrico, se considerd

a cada par de analitos como componente unico, no aplicando la restriccion
de unimodalidad para el factor correspondiente, obteniéndose como resul-
tado un perfil temporal con dos picos cromatograficos.

Posterior al modelado guimiométrico y obtenidos los perfiles corres-

pondientes a cada componente del sistema, se dividieron los perfiles tem-

porales que presentaban 2 picos cromatograficos en 2 regiones, a fin de
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obtener las contribuciones individuales de cada analito. Las contribuciones

de NRF y CPF se obtuvieron dividiendo el perfil temporal en las regiones

comprendidas entre 2.2 min y 3.2 min y 3.2 min y 6.2 min, respectivamen-

te. EI mismo procedimiento se siguio para obtener las contribuciones indi-

viduales de SRF y DIF, considerando las regiones comprendidas entre

8.2miny 11.2min y entre 11.2 min y 16 min, respectivamente.

La Figura 3.6 muestra el perfil cromatografico obtenido para una muestra de va-
lidacién conteniendo a las 7 f-QUI, indicandose las regiones seleccionadas previo al

modelado quimiométrico.

240 |

-
(o]
o

l.F./ mU.L.

! \ | \ [\
6 0 | \ [ | / \
- 1 \ i \ | \ -
| \ | \ f \
i \ \ f \
| \ 1 N\ / \
N\ / \

0 ' L 1
0.0 4.0 8.0 12.0 16.0

Tiempo / min

Figura 3.6. Cromatograma obtenido para una muestra conteniendo las 7 f-QUI en presencia de Y**, en el que se
muestran las regiones seleccionadas para el modelado quimiométrico. Regidn 0 (gris): frente de corrida, sin presencia
de analitos; Region I (rosa): (1) ENO, (2) NRF, (3) OFL y (4) CPF; Regidn Il (azul): (5) ENF, (6) SRF y (7) DIF

Para mejorar la calidad de los datos obtenidos y ayudar a la resolucién quimio-
métrica, se procedio a la aplicacién de técnicas de pre-procesamiento de datos, como
ser correccion de linea de base y eliminacion/disminucion de ruido instrumental. Con el
objetivo de reducir el ruido instrumental presente en los perfiles cromatogréficos, se
utilizé un procedimiento de suavizado basado en el método de Savitzky-Golay (Savitzky
et al, 1964). La correccion de la linea de base se llevo a cabo mediante la substraccion
de la linea de base cromatografica correspondiente a cada cromatograma, conside-
randose ésta como una region de tiempo que no presenta sefal analitica apreciable en

todo el rango espectral evaluado, por ejemplo, la region final de un cromatograma.
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Con base en lo explicado anteriormente, se construyeron dos matrices aumenta-
das en columnas (Daum:Y Daumn) CONteniendo las matrices de datos correspondientes a
la validacién (o a las muestras ambientales, segun corresponda) y las matrices de da-
tos correspondientes a la calibracion de cada analito. Posteriormente, previo a iniciar
la descomposicion bilineal de los datos, se determind el nUmero de componentes es-
pectralmente activos en cada matriz D,ym aplicando descomposicion en valores singu-
lares (SVD: Singular Values Decomposition) y se obtuvieron las estimaciones espec-
trales iniciales mediante una metodologia basada en SIMPLISMA (windig et al., 1991).

Con el objetivo de obtener resultados quimicamente interpretables, se aplicaron
distintas restricciones matematicas durante el proceso iterativo ALS: 1- corresponden-
cia entre especies; 2- no negatividad en ambos modos; y 3- unimodalidad en modo
temporal. Cabe mencionar que la restriccién de unimodalidad se aplicé solo a aquellos
componentes que no presentaron deficiencia de rango espectral. En la Figura 3.7 se
muestran los perfiles espectrales y temporales obtenidos como resultado de la des-
composicion bilineal por MCR-ALS para una de las muestras ambientales fortificadas.

Para obtener las contribuciones individuales de los analitos y proceder al analisis
cuantitativo, se dividieron los perfiles temporales correspondientes a CPF/NRF vy

SRF/DIF como se muestra en la Figura 3.8.

Analisis cuantitativo. De la descomposicion bilineal se obtuvieron las
matrices C y S conteniendo informacion relacionada a las abundancias y a los espec-
tros de todos los componentes analizados, respectivamente. Considerando que la in-
formacion contenida en C para cada componente de las diferentes matrices de cali-
bracién, area o altura de pico cromatografico, se encuentra directamente correlaciona-
da con las concentraciones conocidas de los analitos, fue posible construir una curva
de calibracion tipo univariada (considerada aqui como pseudounivariada) a fin de po-
der predecir las concentraciones de los componentes presentes en muestras de com-

posicion desconocida.
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Figura 3.7. Perfiles temporales (A) y espectrales (B) de las 7 f-QUI analizadas obtenidos por modelado quimiométrico
con MCR-ALS de cada matriz D.ym. La Regidn | contiene los analitos ENO (rojo), CPF/NRF (azul) y OFL (celeste) y la
Region Il los analitos ENF (amarillo) y SRF/DIF (verde)

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados de prediccién obtenidos para las 7 f-
QUI en las distintas muestras de validacién. En todos los casos, los valores de errores
relativos de prediccion (REP %: Relative Error of Prediction) fueron menores a 10 %.
Para asegurar la exactitud del método desarrollado, se evaluaron las recuperaciones
de manera estadistica mediante un test de hipétesis, donde la aceptacién de la hipbte-
sis nula, Hy: la recuperacion experimental media es igual a 100 % (Oliieri, 2015), valida
los valores de recuperacion obtenidos experimentalmente. Los valores de t para datos
experimentales (f.,) obtenidos para las 7 f-QUI resultaron inferiores al valor critico

tabulado fj0s,10) = 2.228, para un nivel de confianza del 95 %, (nivel a = 0.05) y v = n—1
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grados de libertad (v = 10). Con base en estos resultados, se acepto6 la H,, indicando

que la recuperacion experimental media no fue estadisticamente diferente a 100 %.
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Figura 3.8. Perfiles temporales obtenidos por modelado con MCR-ALS para una de las muestras de validacion
analizada. El perfil de CPF y NRF, presente en la Region /, se indica en azul, mientras que el obtenido para SRF y DIF
se indica en verde en la Regién /I. Las flechas rojas sefialan el punto de divisién seleccionado para obtener las
contribuciones individuales de los analitos. En lineas de punto gris se muestran los perfiles obtenidos para los demas
analitos presentes en la muestra

Los resultados obtenidos del estudio de recuperacién para la determinacion si-
multanea de las 7 f-QUI en las tres muestras ambientales analizadas, para blancos y
muestras fortificadas, se detallan en la Tabla 3.3. Es importante remarcar que con el
método propuesto y desarrollado en esta tesis fue posible determinar la presencia de 3
f-QUI (NRF, CPF y ENF) en las muestras de agua del arroyo Las Prusianas. Si bien
las concentraciones de los 3 analitos encontrados en las muestras de agua estaban a
niveles muy bajos (0.4, 1.0 y 3.6 ng mL™' para CPF, NRF y ENF, respectivamente),
resulta interesante remarcar, que no solo fue posible detectarlos, sino también cuanti-
ficarlos sin utilizar técnicas de pre-concentracion o de pre-tratamiento de muestra. Pa-
ra el andlisis de muestras ambientales, también se evaluaron las recuperaciones, es-
tadisticamente, a través del mismo test de hipétesis utilizado para las muestras de
validacion. Los resultados demostraron que las recuperaciones experimentales medias
(Rexp) y €l valor real de 100 %, para un nivel de confianza del 95 % (nivel a = 0.05) y
v =n-1 grados de libertad (v = 8), ({0055 = 2.306), presentaron diferencias estadisti-
camente no significativas para todas las muestras ambientales fortificadas analizadas

en todos los niveles de concentracion.
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Tabla 3.2. Valores de concentracion predicha en muestras de validacion para las 7 f-QUI determinadas simultaneamente ?

ENO NRF OFL CPF ENF SRF DIF
Muestra
Nowm. PRED. Nowm. PRED. Nom. PRED. Nowm. PRED. Nom. PRED. Nowm. PRED. Nom. PRED.
Mo1 125.0 119.5 15.0 13.6 30.0 33.2 25.0 25.7 15.0 13.7 24.0 24.6 80.0 76.3
Mo02 175.0 159.2 5.0 5.4 6.0 5.4 5.0 4.6 25.0 22.6 48.0 48.0 40.0 40.7
M03 75.0 74.2 5.0 5.0 30.0 29.0 25.0 22.8 0.8 0.8 48.0 44.4 80.0 82.4
Mo04 25.0 26.1 0.8 0.6 18.0 19.8 15.0 14.2 0.8 0.7 9.0 8.5 60.0 65.2
MO05 175.0 158.0 5.0 5.5 18.0 18.0 15.0 13.6 25.0 25.6 48.0 50.0 60.0 66.0
Mo6 125.0 115.1 15.0 14.5 18.0 17.7 15.0 14.9 15.0 13.8 24.0 25.7 60.0 64.2
Mo7 75.0 72.7 25.0 26.1 6.0 6.6 5.0 5.4 5.0 4.8 72.0 77.7 60.0 57.9
MO8 25.0 26.2 5.0 5.4 6.0 6.1 5.0 4.5 0.8 0.8 9.0 9.4 40.0 40.9
M09 175.0 162.4 5.0 5.3 6.0 5.5 5.0 4.5 25.0 22.8 48.0 47.6 40.0 40.8
M10 125.0 130.2 15.0 15.9 0.8 0.8 0.8 0.8 15.0 13.8 24.0 25.0 20.0 21.3
M11 75.0 72.7 25.0 26.0 0.8 0.8 0.8 0.8 5.0 5.4 72.0 79.0 40.0 40.2
REP %" 8.70 5.98 8.06 7.26 9.73 7.74 6.99
Rexp ° 97.1 100.8 100.8 96.2 95.5 102.4 103.0
a Las concentraciones estan dadas en ng mL™". Nom.: nominal; Pred.: predicha;
b REP %: error relativo de prediccion, expresado en %; REP % = 100 x @ para l= 11;

¢ —

R..p: recuperacion media.



Tabla 3.3. Valores de concentracion encontrados de f-QUI en muestras acuosas ambientales ?

Muestra® ENO NRF OFL CPF ENF SRF DIF
ApiC. ENc. Apic. ENc. ApiC. ENc. Apic. ENc. Apic. ENc. Apic. ENc. ApiC. ENc.
We 0.0 ND° 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND
We_01 40.0 36.3 5.0 4.6 12.0 12.6 5.0 4.7 5.0 4.6 60.0 58.3 50.0 45.1
We_02 160.0 145.5 25.0 23.1 36.0 38.0 10.0 10.4 10.0 9.2 12.0 11.8 25.0 22.9
We_03 100.0 92.8 10.0 10.3 36.0 35.3 25.0 24.6 25.0 22.8 36.0 36.7 50.0 54.9
Wa 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND 0.0 ND
Wa_01 40.0 37.8 5.0 4.7 12.0 13.1 5.0 4.9 5.0 4.6 60.0 55.1 50.0 46.0
Wa_02 160.0 159.4 25.0 23.0 36.0 34.1 10.0 10.7 10.0 10.9 12.0 11.8 25.0 23.5
Wa_03 100.0 107.9 10.0 10.8 36.0 36.4 25.0 25.2 25.0 25.4 36.0 32.6 50.0 51.0
Wsp 0.0 ND 0.0 1.0 0.0 ND 0.0 0.4 0.0 3.6 0.0 ND 0.0 ND
Wsp_01 40.0 43.6 5.0 5.4° 12.0 12.9 5.0 47° 5.0 5.3° 60.0 55.5 50.0 50.0
Wsp_02 160.0 159.4 25.0 23.9¢ 36.0 35.0 10.0 10.8° 10.0 10.8¢ 12.0 12.4 25.0 26.7
Wsp03 100.0 103.3 10.0 10.1°¢ 36.0 38.9 25.0 229° 25.0 24.7°¢ 36.0 34.4 50.0 50.1

Rexp ° 98.7 98.4 102.9 99.5 99.0 96.6 98.5

é Las concentraciones estan dadas en ng mL™". Cada valor de concentracion encontrado se expresa como el valor medio de tres réplicas de preparacion. Adic.: adicionada;

Enc.: encontrada;

b ND, No Detectable;

¢ We: muestra de agua de consumo obtenida de napa subterranea de la ciudad de Santa Fe; Wa: muestra de agua de efluente recolectada de diversos puntos de desagiie de
la Facultad de Bioguimica y Ciencias Bioldgicas (Santa Fe, Argentina); Wsp: muestra de agua del arroyo Las Prusianas (Santa Fe, Argentina);

d Diferencia entre el valor de concentracion encontrado en la muestra fortificada y el valor de concentraciéon encontrado en la muestra blanco;
R.p, Valor de recuperacion media, expresado en %.
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Por otro lado, con el objetivo de comparar cuantitativamente la calidad de los re-
sultados espectrales obtenidos, se calculd el grado de solapamiento espectral (s;2)
entre los espectros puros de cada analito (s+) y los perfiles espectrales obtenidos por

modelado quimiométrico (sy), utilizando la siguiente la expresion:

| 3.1

S12 =
IEIEA

donde el valor de s> puede tomar valores de entre 1 y 0, correspondiéndose a sola-
pamiento completo o no solapamiento, respectivamente. Los espectros de los analitos
puros se obtuvieron a partir de las sefiales cromatograficas puras de los analitos eva-
luados individualmente en las muestras de calibracién al maximo nivel de concentra-
cion. Los valores sy, obtenidos en todos los casos fueron mayores a 0.9998 demos-
trandose la eficiencia del modelado quimiométrico y la capacidad de obtener informa-

cion espectral de alta calidad.

Cifras de mérito analiticas. Uno de los objetivos fundamentales de
esta tesis, ademas de evaluar la efectividad de los algoritmos quimiométricos para
modelar datos complejos, es demostrar la importancia de considerar el orden de los
datos multidimensionales al momento de obtener cifras de mérito analiticas represen-
tativas del sistema y, también, demostrar las mejoras obtenidas para dichas cifras al
aumentar el orden dimensional de los datos.

La Tabla 3.4 resume los valores de LOD y LOQ obtenidos para las 7 f-QUI, esti-
mados segun 3 estrategias diferentes. La Estrategia | se basa en lo propuesto por
Bauza et al. (Bauza et al,, 2012) que, para las estimaciones de las cifras de mérito, conside-
ra el orden dimensional de los datos y el tipo de algoritmo utilizado para el modelado
quimiométrico. La Estrategia Il sigue el principio de calibracién univariada clasica
(Saurina et al., 2001), estimando las cifras de mérito segun se detalla en las guias ICH (cH,
2005). Por ultimo, se propone como Estrategia Ill a la recomendada por las guias ICH
para métodos analiticos que exhiben linea de base (IcH, 2005), por ejemplo, métodos
cromatograficos y electroforéticos, que considera a la relacion sefal-a-ruido (SNR:
Signal-to-Noise Ratio) entre la sefal analitica de una solucion blanco y la de un analito
en la minima concentracion detectable para las estimaciones de LOD y LOQ, donde

valores de SNR iguales a 3 y a 10 son, generalmente, considerados aceptables para la
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estimacion de LOD y LOQ, respectivamente.

Tabla 3.4. Valores de limite de deteccién y cuantificacién estimados para las f-QUI analizadas
siguiendo las tres estrategias de calculo ?

Analito 5 Lob toe
Estrategia | Estrategia Il ©  Estrategia Ill ° Estrategia| Estrategia ll Estrategia lll
ENO 4.7 5.2 41 14.3 14.7 10.3
NRF 0.05 2.6 0.2 0.1 7.2 0.5
OFL 0.1 3.3 0.2 0.3 9.3 0.4
CPF 0.07 1.3 0.2 0.2 3.6 0.5
ENF 0.06 3.4 0.2 0.2 9.6 0.4
SRF 0.5 2.7 0.9 1.6 7.5 2.2
DIF 0.4 6.9 2.3 1.1 19.4 5.9

Valores dados en ng mL™";

Estrategia I, valores estimados segun referencia (Bauza et al., 2012);

Estrategia Il, valores estimados segun lo propuesto en por (Saurina et al., 2001);

Estrategia lll, valores estimados segliin recomendaciones de las guias ICH Q2R1, (ICH, 2005).

a o o w

Puede observarse que las mejores estimaciones fueron obtenidas utilizando la
Estrategia I. Estos resultados remarcan la importancia de considerar el orden dimen-
sional de los datos en la estimacion de las cifras de mérito representativas para el mé-
todo desarrollado. Se demuestra, también, que al aumentar el orden de los datos se
logran notables mejoras en las estimaciones de LOD y LOQ. Este fendbmeno es en
virtud del incremento de la SEN frente al incremento del orden de los datos, logrando-
se una disminucion en los valores de LOD y LOQ (0livieri, 2014). Por otro lado, los valores
de LOD y LOQ estimados segun la estrategia | son coincidentes en el orden de magni-
tud con los estimados segun la Estrategia Ill, demostrandose que de esta manera es
posible obtener estimaciones realistas de las cifras de mérito que caracterizan al mé-
todo analitico. La diferencia entre los valores obtenidos mediante estas dos estrategias
radica, principalmente, en el procesamiento de los datos previo al modelado por MCR-
ALS, que incluye, entre otras, una etapa de suavizado mediante el método de Savitzy-
Golay.

Los LOD estimados siguiendo la Estrategia | resultaron menores a 0.5 ng mL™
para todas las f-QUI evaluadas, excepto para ENO. Estos valores hacen al método
propuesto comparable con aquellos que involucran equipamiento sofisticado y de alto

costo e incluso con métodos que requieren técnicas de pre-concentracién para lograr
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valores similares a los reportados en este trabajo. Los LOD aqui obtenidos son compa-
rables a los reportados por Herrerra-Herrera et al. (Herrera-Herrera et al., 2013) para un méto-
do desarrollado para la determinacién de f-QUI en muestras de agua utilizando croma-
tografia liquida de ultra-alto rendimiento acoplado a DAD (UHPLC-DAD: Ultra-High
Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector), e involucrando, ademas,
pasos previos de pre-concentracion mediante micro-extraccion liquido-liquido dispersi-
va (DLLME: Dispersive Liquid-Liquid Micro-Extraction). Una metodologia recientemen-
te publicada para la determinacion de f-QUI en diferentes matrices acuosas reporta
valores de LOD en el mismo orden de magnitud que los presentados en este trabajo,
utiizando un método basado en salting-out asistido por extraccién liquido-liquido
(SALLE: Salting-out Assisted Liquid-Liquid Extraction) como estrategia de pre-
concentracion y resolucién cromatografica por UHPLC acoplado a deteccién fluores-
cente (Arroyo-Manzanares et al., 2015). Asimismo, los valores de LOD resultaron ser menores
a los reportados por Canada-Cariada et al. (Cafada-Canada et al., 2009) para la determina-
cién de 8 f-QUI en muestras acuosas.

Todos los resultados obtenidos y mostrados anteriormente remarcan la idonei-
dad del método propuesto para la deteccidon y cuantificacion simultdnea de diferentes
f-QUI en matrices acuosas de origen natural a nivel de trazas, sin requerir de pasos de

pre-concentracion y/o tratamiento de muestras.

CONCLUSION

Se desarroll6 un método que combina cromatografia liquida de alto rendimiento
con deteccion fluorescente, basado en la formacion de complejos de f-QUI-Y** y mo-
delado quimiométrico de datos de 2-vias aumentado. Este método permiti6 la determi-
nacion de 7 f-QUI en diferentes muestras de agua de fuentes naturales de una manera
rapida, sencilla y eficiente. El incremento de la intensidad de fluorescencia de los anali-
tos evaluados, promovido por la presencia de Y**, demostr6 ser una simple pero efi-
ciente manera de lograr excelentes valores de sensibilidad, permitiendo la deteccién y
cuantificacién de los analitos en muestras complejas a nivel de trazas.

Adicionalmente, el uso de algoritmos quimiométricos para modelar datos de se-
gundo orden, como MCR-ALS, permitié resolver problemas de anadlisis de mezclas,
incluso en presencia de componentes con sefales altamente solapadas. En este caso,

el uso del algoritmo MCR-ALS, acoplado a una estrategia de pre- y post-analisis, per-
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mitié superar la complejidad del sistema en virtud de la deficiencia de rango espectral,
lograndose obtener las contribuciones individuales de todos los analitos.

La complejidad mostrada por el sistema analitico presente resulta un desafio pa-
ra aquellos algoritmos, tales como PARAFAC, que no permiten desvios de trilinealidad
en los datos o presentan deficiencia de rango en alguno de sus modos. Las estrate-
gias de procesamiento de datos propuestas en este trabajo demandan obtener perfiles
espectrales y temporales quimicamente interpretables como resultado de la descom-
posicion bilineal, de manera de obtener las contribuciones individuales de todos los
analitos evaluados de manera precisa. Por ello, los algoritmos basados en variables
latentes, como PLS, no demuestran ser eficientes para superar la complejidad de este
tipo de datos, al menos, de una manera sencilla.

Con base en lo expuesto, se puede concluir que el método propuesto resulta al-
tamente adecuado para la cuantificacion de f-QUI en matrices acuosas de muestras
ambientales de una forma simple, rapida y eficiente, sin requerir instrumentacién sofis-
ticada y/o de alto costo, evitando largas y tediosas etapas de pre-concentracion y tra-
tamiento de muestras. Ademas, de acuerdo con la bibliografia consultada (El-Didamony,
2011; Zhu et al, 2008) y considerando que las f-QUI actian con Y** via quelacion a través
de grupos especificos, el método propuesto resultaria idoneo para la determinaciéon de

otras f-QUI que no se analizaron en este trabajo.

3.58



3. 2. METODO ELECTROFORETICO PARA LA
DETERMINACION DE QUINOLONAS EN AGUA DE CONSUMO
CON MODELADO QUIMIOMETRICO DE DATOS
MULTIDIMENSIONALES

Ultrafast quantitation of six quinolones in water samples by second-order capillary electro-
phoresis data modeling with multivariate curve resolution—alternating least squares —
Alcaraz, M.R., et al., Anal Bioanal Chem 2014, 406, 2571-2580

CONSIDERACIONES GENERALES

El uso no controlado y el descarte desmesurado de farmacos al ambiente han
llevado a una emergencia global por el surgimiento de una inminente contaminacién
ambiental, principalmente, por antibiéticos. Un gran niumero de farmacos son descar-
gados al ambiente como producto inalterado o como metabolitos por diferentes medios
que terminan luego acumulandose en agua o en sedimentos sélidos (Rehman et al., 2015;
Rusu et al., 2015). En la industria icticola, las drogas utilizadas para el tratamiento en peces
son adicionados directamente en el agua de criadero en grandes cantidades, si bien la
US FDA prohibié el uso o el exceso de determinadas drogas para el tratamiento de
peces destinados a consumo, como por ejemplo, cloranfenicol, nitrofuranos y f-QUI
(FDA et al., 2011). Por su parte, el tratamiento de plantas y vegetales con antibi6ticos se
realiza por rociado directo con la droga sobre el espécimen. Estas practicas impactan
directamente sobre el ambiente y, en consecuencia, sobre la salud humana y me-
dioambiental. Sin embargo, el caso mas alarmante y de mayor incidencia sobre la con-
taminacién ambiental con antibiéticos es el impacto de la industria farmacéutica que,
en algunos paises desarrollados, es la principal fuente de contaminacién ambiental
debido a su alto caudal de desechos (Rehman et al., 2015).

Dentro de los antibioticos mas utilizados en las ultimas décadas, debido a su alta
efectividad, se encuentran las QUI, un grupo de antibiéticos sintéticos de amplio es-
pectro con un alto valor terapéutico. Se ha demostrado que estos compuestos perte-

necen a un grupo de antibi6ticos de gran persistencia en sedimentos sélidos y que
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muestran baja capacidad de biodegradacidn (Schaefer, 2002; Sturini et al., 2012). LOS residuos
de estos antibiéticos en el ambiente, en alimentos de origen animal o en agua de con-
sumo pueden perjudicar notablemente la salud del consumidor y, al mismo tiempo,
favorecer a la no deseada resistencia bacteriana a estas sustancias (Rusu et al, 2015). El
desarrollo de dicha resistencia y, principalmente, la resistencia a QUI han encendido
las alarmas de las autoridades internacionales, como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS o WHO: World Health Organization) o la US FDA (Crawford, 2005; Rusu et al.,
2015), quienes demostraron la presencia de este fenbmeno y aseguran que su inciden-
cia se encuentra gradualmente en aumento. La frecuente aparicién de QUI en sedi-
mentos sélidos, alimentos y en agua de consumo (Webb et al., 2003; Ye et al., 2007) ha intensi-
ficado la busqueda y el desarrollo de nuevas actividades de investigacion con foco en
la identificacion de posibles riesgos ambientales, como asi también en el desarrollo de
métodos analiticos sensibles para su determinacion.

Dentro del gran numero de métodos analiticos que se pueden hallar en la biblio-
grafia para la determinacién de QUI en matrices acuosas, se encuentran aquellos ba-
sados en técnicas separativas (He et al., 2015; Rusu et al., 2014), espectroscépicas (Tong et al,
2010b) y electroquimicas (Pellegrini et al., 2004), entre otras. Como método separativo, la
electroforesis capilar (CE: Capillary Electrophoresis) ha demostrado ser una poderosa
herramienta para la determinacién de diversos compuestos en matrices complejas
debido a su simplicidad, al requerimiento de pequenas cantidades de muestras, al uso
de solventes no contaminantes y a su rapidez y versatilidad (Le et al., 2016; Rusu et al.,, 2014).

En CE, la separacion se basa, principalmente, en las propiedades acido-base de
los analitos y en su relacion carga/masa, por lo que las similitudes estructurales entre
compuestos resulta siempre un desafio analitico, fundamentalmente, cuando se desea
lograr la separacién completa de las sefnales analiticas en un sistema multi-
componente. Sin embargo, en los casos donde no es posible lograr la completa sepa-
racion, la generacién de datos de segundo orden con posterior modelado quimiométri-
co resulta una excelente alternativa para la resolucién y cuantificacion de los analitos,
incluso cuando sus sefiales analiticas se encuentran fuertemente solapadas (Garcia et al,
2009; Vera-Candioti et al., 2008).

Una caracteristica quimica significativa de las QUI es que presentan caracter
acido-base, que incide en su mecanismo de accién y en sus propiedades farmacol6gi-
cas. Estas drogas son compuestos ionizables que, dependiendo del pH del entorno,
pueden encontrarse en forma cargada o neutra. Con base en su comportamiento aci-

do-base y sus caracteristicas estructurales, las QUI pueden ser clasificadas en dos
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tipos generales: 1- las piperizinil-QUI que contienen un grupo piperizinil en su nucleo y
se puede encontrar como 3 especies idnicas diferentes, cationica (carga neta +; qn’),
zwitteriénica (carga neta nula, qn°) y aniénica (carga neta —; qn); y 2- las QUI &cidas
que solo pueden encontrarse en estado neutro (qn°) o aniénico (qri) (Babié et al., 2007). En
consecuencia, las primeras muestran 2 constantes de disociacién principales, pK,, 1y
pKa, 2, mientras que las QUI acidas solo muestran 1 valor de pK,. En la Figura 3.9 se
esquematizan los equilibrios acido-base principales correspondientes a los dos grupos

de QUI mencionados.
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Figura 3.9. Esquema propuesto para los equilibrios acido-base de las piperizinil-QUI (A) y de las QUI acidas (B)

Aprovechando las propiedades estructurales y acido-base de las QUI y las bon-
dades de las técnicas electroforéticas, se propone un método simple para la determi-
nacion simultanea de 6 QUI en agua de consumo, basado en electroforesis capilar
zonal con deteccion DAD-UV, acoplado a herramientas de calibracion multivariada.
Ademas, con el objetivo de disminuir los limites de deteccidn y cuantificacion, se pro-
pone una metodologia de extraccion en fase sélida como etapa de pre-concentracion.
Para la resolucion de las sefiales analiticas y obtencién de las contribuciones indivi-
duales de cada componente, se propone una estrategia de andlisis y procesamiento
de datos que utiliza herramientas de disefio experimental y algoritmos quimiométricos

de calibracién multivariada.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Todos los estandares utilizados fueron de calidad grado anali-
tico. Las drogas soélidas de flumequine (FLU), enoxacina (ENO), ofloxacina (OFL), sa-
rafloxacina (SRF), cinoxacina (CIN), difloxacina (DIF) y fenitoina (PHT) fueron adquiri-
das de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Enrofloxacina (ENF), ciprofloxacina
(CPF) y danofloxacina (DNF) fueron provistas por Fluka (St. Gallen, Suiza) y marboflo-
xacina (MRF) fue obtenida de Molekula (Gillingham, Reino Unido). El metanol (MeOH)
calidad cromatografia liquida, fue obtenido de J.T.Baker (Deventer, Paises Bajos). El
acido clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH), fosfato de sodio monobasico
(NaH-PO,), citrato de sodio (NaCit) y tetraborato de sodio (Na.B,0-), todos de calidad
grado analitico, fueron obtenidos de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El agua de
laboratorio ultrapura fue obtenida por un sistema de purificacién de agua Milli-Q Milli-

Pore (Billerica, Estados Unidos).

Soluciones de trabajo. Se preparé una solucién madre de cada QUI
por disolucién de una cantidad apropiada de cada analito en metanol alcalinizado
(pH~9.0) a fin de obtener una concentracién final de cada QUI de 200.0 ug mL™". Para
su conservacion, todas las soluciones se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz por
un periodo no mayor a 2 meses.

Todas las soluciones reguladoras necesarias para este trabajo se prepararon por
disolucién de la cantidad apropiada de la sal correspondiente en agua ultrapura, ajus-

tando el pH con HCI 1.0 mol L™ 0 NaOH 1.0 mol L™, segln corresponda.

Muestras de calibracion y validacion. Para la calibracién se
prepard un set de 5 soluciones estandares en diferentes niveles de concentracion para
cada QUI individualmente. Las soluciones se prepararon transfiriendo una alicuota
apropiada de la solucion madre correspondiente a matraces aforados de 25.0 mL,
completandose el volumen con agua ultrapura. Los rangos de concentracién en los
sets de calibracién para cada QUI estuvieron comprendidos entre 0.0 ng mL™" y
100.0 ng mL™" para ENO, CPF, OFL, ENF y FLU, y entre 0.0 ngmL™" y 330.0 ng mL™’
para CIN.

Para la validacion, se prepard un set de 5 soluciones mezcla en diferentes nive-

les de concentracién, considerando valores distintos a los utilizados para la calibra-
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cién, si bien comprendidos en el mismo rango de concentraciones. Las soluciones se
prepararon siguiendo un modelo aleatorio transfiriendo alicuotas apropiadas de cada
solucién madre de QUI a matraces aforados de 25.0 mL y completandose el volumen
con agua ultrapura.

Todas las soluciones se prepararon diariamente por triplicado y se sometieron al

mismo procedimiento de pre-concentracion.

Muestras de agua de consumo. Las muestras de agua se obtuvie-
ron directamente de la red de agua corriente apta para consumo de la ciudad de Santa
Fe (Santa Fe, Argentina), recolectadas en distintos puntos de la ciudad. Las muestras
se colectaron en botellas de 1 L color ambar y se procesaron de inmediato a su llega-
da al laboratorio; en los casos en los que no fue posible analizarlas de manera inme-
diata, se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz, por un lapso no mayor a 1 semana.

Se prepard 1 set compuesto por 8 soluciones muestra que incluyeron a las solu-
ciones muestra no fortificadas, o blanco de muestra, y las soluciones muestra fortifica-
das en 3 niveles de concentracién para cada QUI. Las soluciones se prepararon si-
guiendo el mismo procedimiento descrito para las soluciones de validacion, si bien el
volumen se completdé con agua de las muestras recolectadas. A 3 de las muestras
fortificadas se le adiciond, ademas, 50.0 ng mL™" de MRF, DNF y PHT, que fueron
considerados como componentes esperados no calibrados. La solucién muestra res-
tante se prepard en un nivel de concentracion de QUI igual a la concentracién media
del rango de concentraciones utilizadas para la calibracién por dilucién de las alicuotas
correspondientes de cada QUI en matraces aforados de 25.0 mL y completandose el
volumen con agua de consumo. Esta muestra contenia, ademas, 50.0 ng mL™' de
MRF, DNF, PHT, SRF y DIF, que fueron considerados como componentes esperado
no calibrados.

Todas las soluciones se prepararon por triplicado y se sometieron al mismo pro-
cedimiento de pre-concentracion. Finalmente, las soluciones se filtraron a través de
membranas de nylon con tamafo de poro de 0.45 um (Sartorius, Goettingen, Alema-
nia) y se desgasificaron por ultrasonido (Cole Palmer 8891, Abbott, Temecula, CA,
Estados Unidos).

Extraccion en fase solida. La extraccion en fase sélida (SPE: Solid

Phase Extraction) se realizé en cartuchos de pre-concentracién Oasis HLB comercia-
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les de 1 cm®/ 30 mg de capacidad (Waters Corporation, Milford, Estados Unidos). Pa-
ra su acondicionamiento, se transfirié 1.0 mL de MeOH seguido de 2.0 mL de agua
ultrapura, con una velocidad de flujo de, aproximadamente, 3.0 mL min™'. Para la pre-
concentracion, se transfirieron 25.0 mL de la muestra a analizar respetandose la mis-
ma velocidad de flujo utilizada para el acondicionamiento. Posteriormente, se transfi-
rieron 2.0 mL de agua ultrapura con el objetivo de remover trazas de muestra que ha-
yan podido quedar retenidas en la matriz del cartucho. Los analitos adsorbidos se elu-
yeron, finalmente, con 250.0 uL de MeOH y se colectaron directamente en viales de
inyeccion. De esta manera, se obtuvo un factor de pre-concentracién igual a 100, que
en otras palabras significa lograr concentrar 100 veces el nivel de concentracion inicial
de los analitos. Finalmente, una alicuota del extracto metandlico se inyect6 directa-

mente en el sistema electroforético.

Instrumentacidon y procedimiento analitico. Todos los expe-
rimentos electroforéticos se llevaron a cabo usando un instrumento Agilent EC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) equipado con inyector automatico, compartimen-
to para capilar termostatizado, DAD-UV-Vis y el programa informatico ChemStation
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) requerido para el control del instrumento,
la adquisicion y el analisis de datos.

La separacion electroforética se realizé bajo polaridad positiva, utilizando un ca-
pilar de silice fundida no recubierto de 50 cm de longitud y 75 um de diametro interno
(MichroSolv Technology Corp., Eatontown, Estados Unidos), operando a un voltaje de
25 kV, bajo una corriente inducida de aproximadamente 65 YA y a una temperatura de
25 °C. Para el analisis electroforético, en primer lugar, se acondiciond y se activé el
capilar mediante lavados sucesivos con NaOH 1.0 mol L™, agua ultrapura y solucién
de electrolito de corrida (BGE: BackGround Electrolyte), en periodos de 10 min cada
una. La misma secuencia utilizada para el acondicionamiento y activacion del capilar,
pero en periodos de 3 min, se utilizd para remover sustancias que pudiesen quedar
adsorbidas en la pared del capilar entre el analisis de muestras. La inyeccion de la
muestra se realizé de manera hidrodinamica en polo positivo, aplicandose una presion
igual a 50 mbar, durante 10 s. Las matrices de datos correspondientes a tiempo de
migracion-espectro UV (MTUM: Migration Time-UV Matrix) se registraron en el rango
espectral comprendido entre 190.0 nm y 400.0 nm, en el tiempo de elucién de entre

0.0 min y 3.0 min. Sin embargo, para favorecer la resolucion y el modelado quimiomé-
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trico, las matrices de datos se restringieron en la dimension temporal, evitdndose la
sefal correspondiente al flujo electroosmoético (EOF: ElectroOsmotic Flow) y en di-
mension espectral en el rango comprendido entre 260.0 nm y 365.0 nm. De esta ma-
nera, las MTUM consistieron en 121 x 71 datos para la dimensién temporal y espec-
tral, respectivamente.

Las mediciones de pH se realizaron utilizando un potenciémetro Orion 410A
(Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un electrodo de vidrio combinado

Boeco BA17 (Hamburgo, Alemania).

Optimizacion de condiciones experimentales. A fin de obte-
ner las condiciones experimentales adecuadas que permitan la correcta cuantificacién
de los analitos, se utilizé6 un diseno experimental de optimizacién evaluando las res-
puestas generadas por la combinacién de dos variables de proceso (voltaje aplicado y
pH de la solucién BGE), analizando, a su vez, diferentes mezclas de electrolitos consti-
tuyentes de la solucién BGE. Las respuestas evaluadas en el disefio experimental fue-
ron: 1- tiempo de analisis; y 2- resolucion entre las senales analiticas de CPF y ENF.
Una vez seleccionado el modelo que mejor se ajuste a las respuestas obtenidas, se
seleccionaron los valores 6ptimos de los factores evaluados mediante la funcién de

deseabilidad de Derringer (Derringer et al., 1980).

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. El procesamiento de datos y el analisis quimiométrico con MCR-ALS se reali-
zaron en MatLab 7.10 (MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos). Los algoritmos nece-
sarios para operar MCR-ALS se encuentran asequibles en internet accediendo a la
pagina web http://www.mcrals.info/. Todos los algoritmos necesarios para el pre-
procesamiento de los datos fueron desarrollados y escritos en MatLab por integrantes
de nuestro laboratorio. El disefio experimental y la funcion de deseabilidad se realiza-
ron utilizando el programa Design-Expert 8.0.5 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, Estados
Unidos).
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RESULTADOS

Optimizacion de las condiciones experimentales. Al igual
que lo ocurrido para el método cromatografico expuesto en la seccién 3.1, en las con-
diciones experimentales analizadas, los analitos CPF y ENF presentan idénticos es-
pectros de absorbancia. En consecuencia, el sistema present6é deficiencia de rango
espectral entre factores, por lo que la descomposicion bilineal por MCR-ALS basada,
principalmente, en las diferencias espectrales de los componentes, no resultaria sufi-
cientemente eficiente para lograr la satisfactoria resolucion de los analitos. Por consi-
guiente, se propone una estrategia operativa que consiste en una etapa de pre-analisis
basada en la busqueda de valores 6ptimos de los factores experimentales que permi-
tan la completa resolucion de los analitos con idéntico espectros de absorbancia y una
etapa de post-procesamiento de datos que permita obtener las contribuciones indivi-
duales de cada componente.

En este trabajo se aprovecharon las ventajas del disefio experimental de optimi-
zacién a fin de posibilitar la resolucion electroforética completa entre las sefnales anali-
ticas de los componentes que presentan deficiencia de rango espectral, pero, al mismo
tiempo, reducir el tiempo de andlisis electroforético. El disefio experimental utilizado
para la optimizacion de las respuestas consistio en una combinacién entre un disefio
Lattice simplex y un disefo factorial en dos niveles. Las respuestas evaluadas para la
optimizacion fueron: 1- tiempo de analisis; y 2- resolucion electroforética entre las se-
hales analiticas de CPF y ENF.

Por un lado, se evalud el efecto de la cantidad y la naturaleza de los electrolitos
constituyentes de la solucion BGE mediante un disefio Lattice simplex, teniendo en
cuenta los siguientes criterios: 1- naturaleza de electrolitos: PO,*, B,O7, y Cif; 2-
concentracién formal de la solucién BGE: comprendida entre 0.0 molL™" y
0.015 mol L™"; 3- la solucién BGE debe contener al menos dos electrolitos de distinta
naturaleza; y 4- la concentracion maxima de cada electrolito en la solucion BGE mez-
cla no debe ser mayor a 0.010 mol L™'. De esta manera, el disefio experimental consis-
tié de 7 combinaciones, que incluyeron un punto central, 3 puntos internos y 3 puntos
en el centro de los bordes. Adicionalmente, se evalué el efecto de las variables de pro-
ceso para cada una de las 7 combinaciones del disefio descrito mediante un disefio
factorial en 3 niveles. Las variables de proceso evaluadas fueron: 71- pH de la solucion
BGE: entre 7.0 y 9.0; y 2- voltaje aplicado: evaluado entre 15 kV y 25 kV. El disefio
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experimental combinado completo consistié, entonces, en un total de 63 experimentos
separados en 2 bloques, considerando a cada bloque como un dia de trabajo diferen-
te. La Figura 3.10 esquematiza graficamente el disefio experimental combinado utili-

zado para la optimizacion de las condiciones experimentales de trabajo.

"“-.,I.:osfato Citratgf':

20,0 S b

Voltaje / kV

15.0]--wweeeee ..................... .................... ..........

7.00 8.00 9.00
pH de la solucion BGE

Figura 3.10. Representacién esquematica del disefio experimental combinado Lattice simplex y factorial en 3 niveles.
Cada circulo celeste representa los puntos del disefio factorial, mientras que los circulos verdes indican los puntos
correspondientes al disefo Lattice simplex

Los factores y rangos evaluados en el disefio experimental se seleccionaron de
acuerdo a los resultados obtenidos en experimentos preliminares, por ejemplo, varia-
ciones en la temperatura, en la longitud de capilar y en el tiempo de inyeccién mostra-
ron ser no significativas en el resultado experimental.

Obtenidas las 2 respuestas de interés correspondientes a los 63 experimentos,
se evaluaron los diferentes modelos matematicos disponibles que mejor describiesen
el comportamiento de las respuestas, seleccionandose aquel que arroje mejor valor de
ajuste. Los coeficientes obtenidos para los modelos matematicos utilizados se calcula-
ron y se evaluaron mediante regresién mdultiple por eliminaciéon progresiva y test de
hipétesis de analisis de varianza (ANOVA: ANalysis Of VAriance) (Myers et al., 2009), res-
pectivamente. El modelo matematico de eleccion se consideré satisfactorio al aceptar
la hipétesis nula del test de ANOVA para un nivel de confianza del 95 % (a = 0.05).
Adicionalmente, para la seleccion del modelo matematico de ajuste se considerd el

principio de parsimonia, o simplicidad. De esta manera, las respuestas consideradas
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para la optimizacién de los factores fueron ajustadas a un modelo combinado cuadrati-
co x lineal (r® = 0.9283) y combinado lineal x cuadratico (r* = 0.8746) para tiempo de
andlisis y resolucion electroforética, respectivamente.

Los valores 6ptimos de los factores experimentales se obtuvieron mediante el
uso de la funcién de deseabilidad de Derringer, con base en los siguientes criterios
para cada respuesta evaluada: 71- tiempo de analisis minimo;y 2- resolucion electrofo-
rética entre las sefiales analiticas correspondientes a CPF y ENF igual a 2. Finalmen-
te, se seleccionaron aquellas condiciones experimentales que, cumpliendo ambos cri-
terios, arrojasen un valor de deseabilidad cercano al valor maximo, es decir, D = 1.00.
De esta manera, se seleccionaron las condiciones experimentales 6ptimas y se proce-
dié segun se detalla a continuacion: bajo el modo de electroforesis capilar zonal, se
utilizé una solucion BGE compuesta por una mezcla de 0.010 mol L' de NaB,O; y
0.005 mol L7 de NazPO,, a pH 8.2, utilizando un voltaje de operacién igual a 25 kV.

Los valores tedricos predichos por el modelo matematico seleccionado se verifi-
caron experimentalmente mediante el andlisis de una solucion mezcla que contenia
50.0 ng mL™" de ENO, CPF, OFL, ENF y FLU y 167.0 ng mL™" de CIN, sometida a
SPE, utilizando las condiciones experimentales éptimas. Los resultados experimenta-
les obtenidos mostraron diferencias estadisticamente no significativas frente a los valo-
res de las respuestas predichas por el modelo, exponiéndose la correcta seleccion del

modelo matematico de ajuste.

Analisis descriptivo del sistema. A partir de los valores teéricos
de las constantes de disociacion y de la masa molar de los analitos evaluados, fue
posible estimar a priori el orden de migracion electroforética en funcién de la relacion
carga/masa que presentan bajo el pH de la solucién de trabajo, considerando la pola-
ridad empleada en el sistema. En la Tabla 3.5 se resumen las constantes de disocia-
cion y las masas molares de las QUI aqui analizadas.

En las condiciones experimentales éptimas, es decir, a pH = 8.2 y polaridad posi-
tiva, todos los analitos presentaron tiempos de migraciéon mayores al tiempo del EOF,
respetandose el siguiente orden de migraciéon: ENO, CPF, OFL, ENF, FLU y CIN.
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Tabla 3.5. Constantes de disociacién y masa molar de las 6 QUI analizadas

PARAMETRO ENO CPF OFL ENF FLU CIN
pKa,1® 6.25 5.86 6.20 5.88 6.35 5.20
pKa,2 ? 8.80 8.24 8.20 7.74 - -

Masa Molar (g mol™) ® 320.32 331.25 361.37 259.40 261.25 262.22
é Datos obtenido de (Babi¢ et al., 2007; Speltini et al., 2010);

e Calculado a partir de la correspondiente estructura quimica neutra no ionizada.

La Figura 3.11 muestra el perfil electroforético obtenido para una solucién mez-

cla sometida a SPE y analizada en las condiciones experimentales éptimas.
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Figura 3.11. Electroferograma obtenido para una solucién mezcla de 50.0 ng mL™" de (1) ENO, (2) CPF, (3) OFL, (4)
(5) ENF y (6) FLU, y 167.0 ng mL™" de CIN, sometida a SPE y analizada en condiciones experimentales dptimas.
Deteccion: 280 nm

En la Figura 3.11 puede observarse claramente que los analitos migran en 2
grupos bien definidos. Los 4 que migran primero, ENO, CPF, OFL y ENF, son analitos
que a pH 8.2 se encuentran disociados en sus especies anidnica y zwitteridnica, en
distintas proporciones dependiendo de su valor de pK, .. Por la otra parte, los 2 anali-
tos que migran a tiempos mayores, FLU y CIN, presentan senales analiticas comple-
tamente solapadas. Esto se debe a que, al valor de pH seleccionado, estos compues-
tos se encuentran completamente ionizados con gn” y a que presentan relacién car-

ga/masa muy similares. Es de notar que el grupo de QUI que migra primero pertenece
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a las piperizinil-QUI, mientras que las otras son compuestos pertenecientes al grupo
de QUI acidas. Cabe destacar que si bien una de las particularidades que presenta el
método electroforético es la baja reproducibilidad en los tiempos de migracién, se res-
petd el orden de migracion predicho tedricamente en todas las experiencias realizadas
en idénticas condiciones.

Los analitos evaluados en este trabajo son compuestos que pertenecen a una
misma familia de farmacos y que presentan ciertas diferencias en su estructura quimi-
ca. Estas diferencias estructurales, como por ejemplo, presencia de fluor en la estruc-
tura base o presencia de grupo piperazinil en su nucleo, se ven reflejadas, en parte, en
sus espectros de absorbancia UV. Aqui, algunos de los compuestos analizados mues-
tran idénticos espectros de absorbancia, debido en parte a la gran similitud estructural
que presentan, como es el caso de CPF y ENF. En la Figura 3.12 se muestran las es-
tructuras quimicas de las sustancias analizadas en este trabajo, apreciandose las simi-

litudes y las diferencias estructurales presentes entre ellos.
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Figura 3.12. Estructura quimica de las QUI evaluadas

Se puede apreciar que CPF y ENF comparten la misma estructura quimica, a di-
ferencia de un grupo etil lateral presente en la ENF, demostrandose que la igualdad de
sus espectros de absorbancia, se debe, en parte, a la gran similitud estructural que
presentan. En la Figura 3.13 se muestran los espectros de absorbancia de los 6 com-

puestos analizados en condiciones experimentales optimas.
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Figura 3.13. Espectros de absorbancia UV normalizados de ENO (amarillo), CPF (linea continua celeste), ENF (linea
celeste de rayas y puntos), OFL (verde), FLU (azul) y CIN (rojo) en 0.015 mol L™ de solucién PO,2:B,0;2 pH 8.2

Modelado quimiométrico por MCR-ALS. El sistema analitico
expuesto se presenta como un sistema complejo, cuya complejidad radica principal-
mente en el solapamiento de las sefiales electroforéticas, la similitud de los espectros
de absorbancia y la baja reproducibilidad en los tiempos de migracion. Esta compleji-
dad se ve aun incrementada ante la presencia de potenciales interferentes que puedan
estar presentes en muestras de composicién desconocida. Esto puede apreciarse en
la Figura 3.14 que muestra el electroferograma obtenido para una muestra contenien-
do los 6 QUI en presencia de potenciales interferentes o constituyentes esperados no
calibrados (Olivieri et al., 2014b).

En términos quimiométricos, las caracteristicas del sistema mencionadas se ven
reflejadas en una deficiencia de rango espectral y en una falta de trilinealidad para un
arreglo de datos de 3 vias de multiples muestras. En consecuencia, y evaluando los
posibles algoritmos disponibles para el modelado y descomposicién bilineal, MCR-ALS
en su version extendida (ext-MCR-ALS) result6 el algoritmo de eleccion para lograr la
correcta resolucion de los componentes y obtener las contribuciones individuales para
el andlisis predictivo. Ext-MCR-ALS, ademas de superar el inconveniente de falta de
trilinealidad, permite obtener perfiles temporales y espectrales con interpretacion fisica,
permitiendo la identificacion analitica y visual de los componentes de la muestra anali-

zada.
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Figura 3.14. Electroferograma obtenido para una muestra de agua de consumo conteniendo 50.0 ng mL™" de (1) ENO,

(2) CPF, (3) OFL, (4) ENF y (5) FLU, y 167.0 ng mL™" de (6) CIN, en presencia de potenciales interferentes, sometida a
SPE. Deteccion: 280 nm

En innumerables trabajos, se ha demostrado que MCR-ALS logra explotar satis-
factoriamente la llamada ventaja de segundo orden, posibilitando la resolucién de los
componentes de interés en presencia de potenciales interferentes. Sin embargo, en
semejanza a lo ocurrido en el sistema analitico propuesto en la seccién 3.1, aplicar un
modelado quimiométrico por MCR-ALS a los datos originales no resulto lo suficiente-
mente eficiente para superar la deficiencia de rango espectral, siendo necesario desa-
rrollar una estrategia de analisis que posibilite obtener las contribuciones individuales
de cada analito evaluado. La estrategia aqui propuesta se basa, fundamentalmente,
en 3 etapas:

Pre-analisis: aprovechando las ventajas de los disefios experimenta-

les de optimizacion, se buscaron las condiciones experimentales dptimas

que permitiesen la completa resolucion de los analitos que tuviesen idénti-

cos espectros de absorbancia (CPF y ENF). Esta etapa se explico en deta-

lle en el apartado “Optimizacion de las condiciones experimentales” de

la presente seccion.

Modelado quimiométrico: durante el ajuste por ALS del modelado

quimiomeétrico, los analitos con idénticos espectros de absorbancia se con-
sideraron como componente unico, no aplicandose la restriccion de unimo-
dalidad para el factor correspondiente, obteniéndose como resultado un

perfil temporal con dos picos electroforéticos.
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Post-analisis: obtenidos los perfiles correspondientes a cada compo-
nente del sistema, se dividio el perfil temporal con los 2 picos electroforéti-

cos correspondientes a CPF y ENF a fin de obtener las contribuciones in-

dividuales de cada componente. Aqui, no fue posible establecer un tiempo

unico de division del perfil temporal, dado la baja reproducibilidad en los
tiempos de migracion, por lo que el tiempo seleccionado para la division

del perfil temporal fue establecido para cada matriz de datos individual-

mente y se consideré como el tiempo que represente la maxima resolucion

entre los componentes involucrados.

Seleccionadas las condiciones experimentales optimas del sistema electroforéti-
co en la etapa de pre-analisis, se procedio al andlisis de las muestras para la determi-
nacion simultadnea de las 6 QUI. A cada matriz de datos MTUM obtenida se la sometid
a una etapa de pre-procesamiento que consistio en correccion de la linea de base y
reduccion del ruido instrumental. La correccién de linea de base se llevd a cabo apli-
candose una metodologia basada en ajuste por cuadrados minimos asimétricos pro-
puesto por Eilers (Eilers, 2005), modificada y adaptada para datos de segundo orden, es
decir, considerandose la estructura espacial de los datos como arreglo bidimensional.
La reduccion de ruido instrumental, por su parte, se realizé aplicAndose un método de
suavizado simple basado en la metodologia propuesta por Savitzky-Golay (Savitzky et al.,
1964).

Posteriormente, para el modelado quimiométrico por MCR-ALS, se construyeron
matrices de datos aumentadas en columnas (D,ym) que incluyeron a las matrices de
datos correspondientes a las muestras de validacién o muestras de agua de consumo,
segun corresponda, y a las matrices de datos de calibracion. Seguidamente, se deter-
mind el numero de componentes espectralmente activos presentes en la matriz Daym
mediante SVD. Es de destacar, que el nimero de especies contribuyentes en el siste-
ma analitico evaluado resultd, en todos los casos, igual al nimero de analitos espec-
tralmente diferentes presentes en la muestra, es decir, se obtuvo un numero de facto-
res igual a 5 para una muestra compuesta por las 6 QUI en agua ultrapura. Sin em-
bargo, a fin de mejorar la calidad del ajuste, en todos los casos se consideraron 2
componentes adicionales a los obtenidos por SVD. Asi, para una muestra que conte-
nia los 6 compuestos de interés, se consideraron 7 factores. Esta adicion en el nimero
de componentes se basa en la presencia de linea de base residual producto del pro-
ceso de SPE. Finalmente, se obtuvieron las estimaciones espectrales iniciales median-

te la metodologia basada en SIMPLISMA (Windig et al., 1991).
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Con el objetivo de disminuir la ambigiiedad de los resultados finales y obtener
perfiles con interpretacion fisica, se aplicaron distintas restricciones durante el proceso
iterativo ALS: 1- correspondencia entre especies; 2- no negatividad en ambos modos;
y 3- unimodalidad en el modo temporal. Cabe mencionar que la restriccion de unimo-
dalidad solo fue aplicada a aquellos componentes que no presentaron deficiencia de
rango espectral. En la Figura 3.15 se muestran los perfiles temporales y espectrales
obtenidos como resultado de la descomposicion bilineal por MCR-ALS para una de las
muestras de agua de consumo conteniendo los 6 componentes de interés en presen-

cia de 5 componentes esperados no calibrados.
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Figura 3.15. Perfiles temporales (A) y espectrales (B) obtenidos por modelado quimiométrico con MCR-ALS para una

muestra de agua de consumo conteniendo ENO (amarillo), CPF/ENF (celeste), OFL (verde), FLU (azul) y CIN (rojo), en
presencia de interferentes (linea de puntos gris)
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Para obtener las contribuciones individuales de cada componente y proceder al
correcto analisis predictivo, se dividieron los perfiles temporales correspondientes a

CPF/ENF, como se indica en la Figura 3.16.
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Figura 3.16. Perfiles temporales obtenidos por modelado con MCR-ALS para una muestra de validacioén conteniendo
los 6 compuestos de interés. El perfil de CPF y ENF se indica en azul, mientras que en lineas de punto gris se
muestran los perfiles obtenidos para los demas analitos presentes en la muestra. La flecha roja sefiala el punto de
division seleccionado para obtener las contribuciones individuales de CPF y ENF

Analisis cuantitativo. Obtenidas las matrices C y S correspondientes
al resultado de la descomposicion bilineal, se utilizé la informacién contenida en C pa-
ra la construccién de una curva de calibracion tipo univariada, o pseudounivariada, a
fin de predecir las concentraciones de los componentes presentes en muestras de
validacién y de agua de consumo.

La Tabla 3.6 resume los valores de prediccion obtenidos para las 6 QUI analiza-
das presentes en las muestras de validacién. En todos los casos, los valores de
REP % resultaron menores al 20 % y los valores de recuperacién media oscilaron en-
tre 80 % y 110 %. Con el test de hipotesis realizado para evaluar la exactitud de las
recuperaciones se demostré que los valores de recuperacién media obtenidos experi-
mentalmente y el valor ideal de recuperacion 100 % presentaron diferencias estadisti-
camente no significativas, para un nivel de confianza del 95 % (a=0.05) y v =n-1
grados de libertad (v = 4) (fo.054 = 2.776) (Olivieri, 2015).

A fin de evaluar la capacidad predictiva del método en matrices acuosas de

composicién variable, se analizaron muestras de agua de consumo que contenian
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todos los analitos en presencia de potenciales interferentes. Los blancos de muestra
de agua de consumo analizados no mostraron senales detectables de ninguna de las
QUI estudiadas.

Tabla 3.6. Valores de concentracién predicha en muestras de validacion para las 6 QUI de-
terminadas simultaneamente ?

ENO CPF OFL ENF FLU DIF
Muestra

Nom PrReD Nom Prep Nom Preb Nom PrReb Nom Preb Nom  PRED

Mo1 1000 80 200 21 40.0 44 60.0 57 20.0 17  333.0 287
Mo2 80.0 76 200 17 100.0 80 40.0 50 100.0 110 67.0 80
MO3 60.0 47 80.0 88 100.0 103 20.0 21 40.0 44  200.0 204
Mo04 40.0 40 80.0 83 60.0 62 100.0 103 80.0 98 133.0 147
MO05 50.0 50 50.0 60 50.0 48 50.0 52 50.0 49 167.0 150

REP %° 18.0 10.1 15.5 8.3 15.8 11.6

Rexp © 90.6 104.8 98.5 106.4 105.1 101.6

Las concentraciones nominales (Nom) y predichas (Pred) estan dadas en ng mL™";

1
7211(Cn0m _Cpred)2

b REP %: error relativo de prediccion, expresado en %; REP % = 100 x - , para |= 5;

Rexy, Valor de recuperacion media, expresado en %.

Los valores de concentracion encontrados en las muestras de agua de consumo
fortificadas se resumen en la Tabla 3.7. Se puede observar que los valores de recupe-
racion media oscilan entre 85 % y 125 %, cumpliendo con los estandares recomenda-
dos para el analisis de farmacos en muestras de agua de consumo (USEPA, 2007). Ade-
mas, se evaluaron estadisticamente las recuperaciones experimentales medias me-
diante el test de hipotesis t (Olivieri, 2015), dejando expuesto que los valores de recupera-
cién media obtenidos y el valor ideal 100 % presentaron diferencias estadisticamente
no significativas para todas las QUI analizadas, para un nivel de confianza del 95 %
(a=0.05) y v=n-1 grados de libertad (v = 3). Con base en los resultados obtenidos
es posible asegurar la exactitud del método propuesto para la determinacién simulta-
nea de 6 QUI en muestras de validacion y de agua de consumo, en presencia de po-
tenciales interferentes.

La robustez del método desarrollado se evalué introduciendo pequenas variacio-
nes en las condiciones experimentales optimizadas, utilizando un disefio experimental

Plackett-Burman en 2 niveles. Las variaciones introducidas en las condiciones 6ptimas
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fueron: 1- pH = 8.15 y 8.25; 2- voltaje = 24 kV y 26 kV: y 3- proporcién PO, :B,0; de
la solucién BGE = 0.0045:0.0105 mol L™ y 0.0055:0.0095 mol L™'. El anélisis se llevé a
cabo analizando las concentraciones predichas de la muestra T_01 en las distintas
condiciones establecidas por el disefio experimental. Los resultados obtenidos demos-
traron que posibles variaciones de los factores experimentales no generan efectos

significativos que pudiesen alterar la calidad predictiva del método propuesto.

Tabla 3.7. Valores de concentracion encontrados de QUI en muestras de agua de consumo ?

ENO CPF OFL ENF FLU DIF
Muestra

Abic. ENnc. Abic. ENc. Abic. ENc. Abic. ENc. Abic. ENc.  Abic.  ENC.

T_01 80.0 68 40.0 69 60.0 58 80.0 91 60.0 49 133.0 117
T_02 60.0 51 80.0 79 40.0 47 60.0 48 40.0 36 267.0 233
T_03 40.0 47 60.0 53 80.0 70 40.0 36 80.0 61 200.0 163
T 04 50.0 53 500 49 50.0 53 50.0 49 50.0 46 167.0 162

Rexp’ 88.6 114.4 101.9 95.5 89.2 90.3

é Los valores de concentracion estan dados en ng mL™". Cada valor de concentracién encontrado

se expresa como el valor medio de tres réplicas de preparacién. Adic : adicionada; Enc.: encontrada;
e R, Recuperacion media, expresada en %.

Finalmente, se evalué cuantitativamente la calidad y eficiencia del modelado
quimiométrico calculando el grado de solapamiento espectral (s;2) entre los espectros
puros de cada analito (s) y los perfiles espectrales obtenidos por MCR-ALS (s,), si-
guiendo la ecuacién 3.1. Los espectros de los analitos puros se obtuvieron a partir de
las senales electroforéticas puras de los analitos evaluados individualmente en las
muestras de calibracion al maximo nivel de concentracién. Para todas las QUI se ob-
tuvieron valores de s;, cercanos al valor de maximo solapamiento, es decir, s;,=1.000,
asegurandose, en consecuencia, la eficiencia del modelado quimiométrico y la capaci-
dad de obtener informacion espectral de alta calidad.

Es importante mencionar que a pesar de la complejidad del sistema analitico
presente, la separacién electroforética se realizé mediante un método libre de solven-
tes organicos contaminantes, en un tiempo no mayor a 3.0 min. De esta manera, el
método desarrollado queda enmarcado dentro de los lineamientos de la quimica anali-

tica verde (Armenta et al., 2008; Gatuszka et al., 2013).
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Cifras de mérito analiticas. La Tabla 3.8 muestra las FOMs analiti-
cas obtenidas para las 6 QUI evaluadas utilizando el método analitico desarrollado y
estimadas segun 3 estrategias diferentes. Aqui, se utilizaron las mismas estrategias de
estimaciéon de FOMs que se propusieron en la seccidén 3.1 para el método cromatogra-
fico. La Estrategia | se basa en lo postulado por Bauza et al. (Bauza et al., 2012) conside-
randose la dimensione de los datos y el tipo de algoritmo utilizado para el modelado
quimiométrico; la Estrategia Il sigue el principio de calibracién univariada clésica (Saurina
et al, 2001) estimandose las FOMs segun sugieren las guias ICH (icH, 2005); y la Estrate-
gia lll se apoya en las recomendaciones de las guias ICH para métodos analiticos que
exhiben linea de base (1cH, 2005), considerandose la SNR entre la sefial analitica de una

solucién blanco y la de un analito en su minima concentracion detectable.

Tabla 3.8. Valores de limite de deteccion y cuantificacion obtenidos para las QUI analizadas
siguiendo tres estrategias de estimacion ?

Analito b LO,D o g ; LOQ .
Estrategia | Estrategia Il Estrategia ll Estrategia| Estrategiall Estrategia lll
ENO 6.9 11.2 6.7 20.9 33.9 22.3
CIP 11.0 17.5 10.4 33.3 53.0 34.6
OFL 3.9 5.9 3.7 11.8 17.9 12.3
ENF 10.3 16.5 9.8 31.2 50.0 32.6
FLU 4.2 5.0 4.3 12.7 15.2 14.3
CIN 21.9 30.4 23.5 66.4 85.9 78.3

Valores de concentracién dados en ng mL™";

Estrategia I, valores estimados segun referencia (Bauza et al., 2012);

Estrategia Il, valores estimados segun lo propuesto en por (Saurina et al., 2001);

Estrategia lll, valores estimados segliin recomendaciones de las guias ICH Q2R1, (ICH, 2005).

a o o o

Puede apreciarse que las mejores estimaciones se lograron utilizando la Estra-
tegia I, remarcando nuevamente la importancia de considerar el orden dimensional de
los datos y el algoritmo utilizado para el modelado quimiométrico. Adicionalmente, los
valores de LOD y LOQ estimados segun la Estrategia | son coincidentes en orden de
magnitud con los estimados segun la Estrategia Ill, exponiéndose la posibilidad de
obtener estimaciones realistas de las FOMs que caracterizan a un método analitico
utilizando herramientas de calibracién multivariada de segundo orden.

Con base en los resultados mostrados se propone el presente método como una

alternativa a los métodos de rutina utilizados en los laboratorios para el monitoreo de
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contaminantes emergentes en agua de consumo. Los valores alcanzados resultan
comparables a los reportados por Canada-Canada et al. (Cafiada-Cafada et al., 2009) para la
determinacién de 8 f-QUI en muestras acuosas, utilizando, aqui, un método que de-
manda un tiempo de analisis significativamente menor y sin involucrar el uso de sol-
ventes organicos. Es de destacar que si bien los niveles de concentracion reportados
en otros trabajos previos, que utilizan detectores mas sensibles y selectivos, resultan
inferiores a los alcanzados en este trabajo (Speltini et al., 2010; Ye et al., 2007), €l volumen utili-
zado en la etapa de pre-concentracion puede ser incrementado, disminuyéndose, con-
secuentemente, los limites de concentracion detectables. Experiencias preliminares
demostraron que volumenes de muestra de hasta 250.0 mL no superan el volumen de
ruptura del cartucho utilizado para la SPE, lo que posibilitaria lograr factores de pre-
concentracion aun mayores a los aqui reportados y asi llegar a obtener valores de

LOD y LOQ inferiores a los informados.

CONCLUSION

Se desarroll6 un método electroforético con deteccion DAD-UV acoplado a mo-
delado quimiométrico por MCR-ALS para la determinacién simultanea de 6 QUI en
muestras de agua de consumo. Como etapa de pre-concentracion se propuso una
metodologia basada en extraccion en fase soélida, obteniéndose un factor de pre-
concentracion igual a 100, quedando sujeto al volumen de muestra analizado. Se de-
mostrd, también, que muestras de agua de consumo conteniendo un alto nimero de
componentes pudieron ser analizadas en un tiempo de electroforesis no mayor a
3.0 min, sin involucrar solventes organicos que resultan contaminantes para el me-
dioambiente.

El sistema analitico expuesto presenté una alta complejidad basada en la simili-
tud espectral de los analitos, el solapamiento de las sefales electroforéticas, la baja
reproducibilidad de los tiempos de migracion y la presencia de interferentes en las
muestras. La seleccion del disefio experimental apropiado, la aplicaciéon del algoritmo
correcto para el modelado quimiométrico de los datos y el desarrollo de una minuciosa
estrategia de post-analisis mostraron ser una excelente combinacion para superar la
complejidad expuesta por el sistema y obtener resultados altamente satisfactorios para
el analisis simultaneo de 6 QUI presentes en muestras acuosas.

Es preciso mencionar, también, que la complejidad mostrada por el sistema ana-
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litico presente resulta un desafio para aquellos algoritmos que no permiten desvios de
trilinealidad en los datos o presentan deficiencia de rango en alguno de sus modos.
Asimismo, debido a la necesidad de obtener perfiles con interpretacion fisica, los algo-
ritmos basados en variables latentes no resultarian eficientes para superar la compleji-
dad de este tipo de datos. MCR-ALS demostré una vez mas su capacidad para su-
perar situaciones que presenten desviaciones de ftrilinealidad y deficiencia de rango
espectral, resolviendo de manera eficiente las sefiales de los compuestos de interés
en presencia de componentes no modelados, o potenciales interferencias presentes
en muestras de composicién desconocida.

Por consiguiente, el método propuesto de pre-concentracién se muestra como
una metodologia simple y eficiente para lograr altos factores de pre-concentracion, que
pueden ser aun incrementados aumentando del volumen de muestra utilizado. Las
cifras de mérito logradas, en adicién a los resultados predictivos obtenidos en las
muestras analizadas, convierten al método propuesto en una excelente alternativa a
las técnicas utilizadas en laboratorios de rutina para la determinacion de 6 QUI en

agua de consumo.
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3. 3. METODO DE GRADIENTE DE PH POR SISTEMA DE
INYECCION EN FLUJO ACOPLADO A MODELADO DE DATOS DE
SEGUNDO ORDEN PARA EL ANALISIS DE DOXORRUBICINA EN
PLASMA

Modelling of second-order spectrophotometric data generated by a pH-gradient flow injec-
tion technique for the determination of doxorubicin in human plasma —Alcaraz, M.R., et al.,
Microchem J 2014, 112, 25-33

CONSIDERACIONES GENERALES

El crecimiento de la poblacién mundial y los nuevos estilos de vida adoptados
por los habitantes ha llevado consigo, entre otras cosas, un rapido crecimiento de epi-
demias, como también el desarrollo de nuevos tipos de enfermedades. Un tépico parti-
cularmente alarmante con base en este fendmeno es el constante aumento de nuevos
casos asociados a tumores y enfermedades cancerigenas.

El cancer es una de las principales causas de deceso a nivel mundial y es una
enfermedad caracterizada por el crecimiento y distribucion no controlados de células
andmalas y que es causado por factores internos o externos, tales como mutaciones
adquiridas por radiacién o tabaquismo, e incluso por el tipo de alimentacion (Sriraman et
al., 2016; Tacar et al, 2013). El tratamiento y control de esta enfermedad dependen del tipo
de cancer, el lugar donde se radica y el estadio de crecimiento, entre otros factores.
Las técnicas basadas en quimioterapia son utilizadas como tratamiento primario y han
sido globalmente empleadas para tratar a pacientes que padecen esta enfermedad.
Estas metodologias se basan en la administracion de drogas que permiten la erradica-
cién o reduccion del numero de células neoplasicas en el paciente (Sriraman et al., 2016).

La US FDA ha aprobado una amplia variedad de drogas para el tratamiento de
cancer, siendo las antraciclinas la familia de antibiéticos mas utilizada en las ultimas
décadas (carvalho et al, 2009). Una de las principales antraciclinas administradas para
quimioterapia en pacientes enfermos es la doxorrubicina (DXR), un compuesto que se

aislé de Streptomyces peacetius, por primera vez, en la década del 60’ y que aun en la
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actualidad se sigue empleando (Carvalho et al., 2009; Hortobagyi, 1997; Trevisan et al., 2003). La DXR
actla por unién a enzimas asociadas al ADN, tales como topoisomerasa | y Il, que
pueden intercalarse entre los pares de bases de la doble hélice del ADN. En conse-
cuencia, se produce un desencadenamiento de efectos citotéxicos que llevan consigo
una anti-proliferacién de las células tumorales, resultado del dafio ocasionado en el
ADN  (Hortobagyi, 1997; Tacar et al., 2013). Se demostrd, también, que las moléculas de DXR
son capaces de intercalarse en el ADN nuclear y mitocondrial con la consecuente inhi-
bicion de la ADN y ARN polimerasa, impidiendo la replicacién del ADN, como asi tam-
bién, la transcripcion del ARN (Carvalho et al., 2009; Hortobagyi, 1997; Tacar et al., 2013).

Si bien la DXR ha demostrado ser una droga muy eficiente para el tratamiento
de diferentes tipos de cancer y tumores, también se demostrd que, al ser una droga
que no actua especificamente sobre células tumorales, puede afectar el crecimiento
de otro tipo de células del organismo humano (Hajian et al., 2016; Tomoaia et al., 2015). Esta
accion desencadena una serie de efectos colaterales indeseables que conducen a un
organismo inmunodeprimido, reduciéndose el numero de células inmunes y aumen-
tando la susceptibilidad del paciente a infecciones microbianas u otras afecciones. La
gravedad de estos efectos depende, principalmente, de la dosis suministrada de la
droga y de la capacidad de regeneracion de médula 6sea del paciente (Tacar et al., 2013).
En virtud de sus efectos citotoxicos, la determinacién de DXR en plasma humano re-
sulta de gran interés a fin de reducir los riesgos a las acciones colaterales en pacien-
tes bajo tratamiento.

Entre los métodos analiticos reportados en la bibliografia para la determinacién y
cuantificacién de DXR en plasma pueden encontrarse metodologias basadas en cro-
matografia liquida (pérez-Blanco et al., 2014), electroforesis con deteccion fluorescente (Yang et
al., 2016), sensores electroquimicos (Hajian et al., 2016) Y técnicas espectroscépicas de fluo-
rescencia, acopladas a herramientas quimiométricas de calibracién multivariada
(Trevisan et al., 2003). Aqui, se propone un método simple basado en un analisis por inyec-
cién en flujo y deteccion espectral de absorbancia visible, utilizando un detector de
arreglo de diodos, para la determinacién de DXR en plasma humano, obteniéndose
datos de segundo orden por generacién de un gradiente de pH. Para el modelado
quimiométrico, la cuantificacién del analito y la obtencién de informacion cualitativa
acerca del sistema en estudio se utilizaron diferentes herramientas quimiométricas,
como MCR-ALS y PKFIT.

3.82



MATERIALES Y METODOS

Reactivos. La droga sélida de doxorrubicina hidrocloruro (DXR, 94.0%)
fue provista por los laboratorios Richmond S.A.C.1.F. (Pilar, Argentina) y la de rifampi-
cina (RFP, 99.4%) fue gentilmente provista por el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina). El acido clorhidrico (HC/), hidréxido de sodio
(NaOH), acido fosforico (H3PO,) y carbonato de sodio (Na,CQO3), todos de calidad gra-
do analitico, fueron adquiridos de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El &cido triclo-
roacético (TCA) de calidad grado analitico fue provisto por Anedra (San Fernando,
Argentina). El agua de laboratorio ultrapura fue obtenida por un sistema de purificacién
de agua Milli-Q MilliPore (Billerica, Estados Unidos).

Soluciones de trabajo. Se prepar6 una solucién madre conteniendo
70.0 ug mL™" de DXR por disolucién de una cantidad apropiada de la droga sélida en
agua ultrapura. Paralelamente, se prepar6 una solucion madre de RFP disolviendo la
cantidad correspondiente de la droga sélida en H;PO, 1.0 %, a fin de obtener una con-
centracion final de 620.0 pg mL™". Para su conservacion, las soluciones se almacena-
ron a 4 °C protegida de la luz por un periodo no mayor a 3 dias.

Para la el andlisis por inyeccion en flujo (FIA: Flow Injection Analysis) se prepard
una solucién reguladora de Na,CO3/HNaCO; que luego se utilizd6 como solucién regu-
ladora transportadora (SRT), disolviendo una cantidad apropiada de Na,CO; en agua
ultrapura y ajustando el pH a un valor de 9.5, lograndose una concentracién formal de
0.02 mol L. La solucién reguladora utilizada como solucién de inyeccién (SRI), o so-
lucién de preparacion de muestras, se prepard disolviendo una cantidad apropiada de
Na.CO;y ajustando el pH a un valor de 6.0, obteniéndose una concentracién formal de
0.02 mol L™

Las muestras de plasma heparinizado de pacientes voluntarios sanos no trata-
dos fueron provistas gentilmente por el Hospital lturraspe de la ciudad de Santa Fe,

Argentina, y se almacenaron a -20 °C hasta el momento del analisis.

Muestras de calibracion, validacion y de prueba. Para Ia
calibracion se prepard 1 set compuesto por 5 soluciones estandares de DXR en distin-

tos niveles de concentracion y para la validacién se prepar6 un set de 11 soluciones
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estandares de DXR siguiendo un disefio aleatorio, en diferentes niveles de concentra-
cion, con valores diferentes a los utilizados para la calibracion, si bien comprendidos
en el mismo rango de concentraciones.

La preparacion de todas las soluciones se realiz6 transfiriendo una alicuota
apropiada de solucién madre de DXR a matraces aforados de 2.0 mL, completandose
el volumen con plasma humano heparinizado. Para garantizar el contacto y la interac-
cion del analito con la matriz, las soluciones preparadas se sometieron a una agitacion
mecanica durante 1 min y se dejaron en reposo durante 30.0 min a temperatura am-
biente para favorecer la estabilizacién de la muestra. La desproteinizacion del plasma
se logré adicionando 200.0 uL de una solucion de TCA 50 % a la solucién preparada,
centrifugandose, posteriormente, por un periodo de 20 min a una velocidad de
3000 r.p.m. Una alicuota de 600.0 pL de la solucién resultante y 200.0 uL de solucion
SRI se transfirieron a tubos Eppendorf® y se centrifugaron durante un periodo de
5.0 min a una velocidad de 10000 r.p.m. Al final del procedimiento, las concentracio-
nes de las muestras de calibracion y validacién estuvieron contenidas en el rango de
concentracion comprendido entre 0.0 pg mL™" y 12.0 pg mL™" de DXR, y el pH de todas
las soluciones resulto6 igual a 6.0.

Para evaluar la capacidad predictiva del método para la determinacién de DXR
en presencia de potenciales interferentes se prepararon 2 soluciones mezcla de DXR 'y
RFP en distintos niveles de concentracion, considerandose a RFP como constituyente
esperado no calibrado, una potencial interferencia que pudiese estar presente en
muestras de plasma de pacientes tratados.

Todas las soluciones se prepararon diariamente por triplicado siguiendo el mis-
mo procedimiento de preparacion.

Finalmente, se transfirid6 un alicuota de 500.0 uyL de muestra a viales de inyec-

cion, inyectandose 100.0 uL de muestra en el sistema FIA.

Instrumentacidon y procedimiento. Se desarrollé un sistema de
inyeccion en flujo adaptando un instrumento Agilent 1100 LC (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) equipado con desgasificador, bomba cuaternaria, inyector au-
tomatico, compartimento de control de temperatura, DAD-UV-Vis, FSFD y el programa
informatico ChemStation (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) requerido para
el control del instrumento y la adquisicidén de los datos.

Los experimentos de FIA se llevaron a cabo utilizando un capilar flexible de ace-
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ro no recubierto de 80.0 cm de largo y 0.5 mm de didmetro interno, operando en modo
isocratico con una velocidad de flujo de 0.5 mL min™', durante 1 min. Las matrices de
datos correspondientes a tiempo de elucion-espectro UV-Vis (ETUV: Elution Time-UV-
Vis) se registraron en el rango espectral comprendido entre 350.0 nm y 650.0 nm, en
el tiempo de elucion comprendido entre 0.0 min y 1.0 min. De esta manera, las
ETUVM consistieron en 174 x 251 datos para la dimensién temporal y espectral, res-
pectivamente.

La titulacidon espectrofotométrica se realiz6 sobre una soluciéon conteniendo
23.0 pg mL™" de DXR en 0.1 mol L™ HzPO, pH 4.0. El procedimiento general involucrd
la adicién de alicuotas de 5.0 pL de NaOH de concentracién 0.01 mol L™ 0 5.0 mol L™,
segun corresponda para lograr pequefios incrementos de pH, a 50.0 mL de solucion
de DXR bajo agitacion constante y con monitoreo continuo de pH. Adicionada una ali-
cuota de NaOH correspondiente y registrado el respectivo valor de pH, se tomé una
alicuota de 2.0 mL de solucion, se transfirié a una cubeta de cuarzo 1 cm de paso 6p-
tico y se coloco en un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 20 (Waltham, Estados
Unidos) para la adquisicion del espectro correspondiente, cubriéndose el rango espec-
tral comprendido entre 350.0 nm y 650.0 nm. Posteriormente, la alicuota se transfirié
cuantitativamente a la solucién original a fin de no introducir cambios en la concentra-
cién final del analito. Este procedimiento se realiz6 hasta alcanzar un valor de pH de la
solucién de aproximadamente 14.0. Finalmente, la matriz de datos obtenida consistio
en 40 x150 datos para la dimensién correspondiente al pH y la dimensidén espectral,
respectivamente. Para el control del instrumento y la adquisicién de los datos se utilizé
el programa informatico UV WinLab (Perkin-Elmer Inc., Waltham, Estados Unidos).

Las mediciones de pH se realizaron utilizando un potenciémetro Orion 410A
(Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un electrodo de vidrio combinado

Boeco BA17 (Hamburgo, Alemania).

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. El procesamiento de datos y el analisis quimiométrico con MCR-ALS y PKFIT
se realizaron en MatLab 7.10 (MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos). Los algorit-
mos necesarios para operar MCR-ALS se encuentran asequibles en internet acce-
diendo a la pagina web http://www.mcrals.info/. Las constantes de disociacion en con-
diciones experimentales se determinaron usando algoritmos quimiométrico compilados

en PKFIT (barez et al., 2007).
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RESULTADOS

Propiedades acido-base de DXR. La DXR es un compuesto que,
en su estructura quimica, presenta diferentes atomos de hidrégeno que pueden ser
ionizados y también un atomo de nitrégeno de facil protonacion. Consecuentemente,
en un equilibrio protolitico en medio acuoso se pueden distinguir 4 especies i6nicas
principales dependientes del pH del medio. A bajos valores de pH, la deprotonacion
del grupo amino, cargado positivamente (DXR™), ubicado en posicién 4, lleva consigo
la formacion de la especie neutra del compuesto (DXR), que, ante el incremento de
pH, se ioniza por deprotonacién del grupo hidroxilo fenélico en posicién 11 (DXR™) con
posterior deprotonacion de un segundo grupo hidroxilo fendlico ubicado en posicién 6
(DXR%). En la Figura 3.17 se muestran los principales equilibrios &cido-base presen-
tes en todo el rango de pH para DXR. En la literatura consultada (Abraham et al., 2005; Stur-
geon et al., 1977; Tomoaia et al.,, 2015) S€ reporta que las constantes de disociacion asociadas a
la formacién de estas 4 especies idnicas principales presentan los siguientes valores:
1- equilibrio DXR*/ DXR, pK,, 1=8.15; 2- equilibrio DXR / DXR", pK, »=10.16; y 3- equi-
librio DXR™/ DXR?", pK,, 5=13.2.

Figura 3.17. Esquema propuesto para los principales equilibrios acido-base de DXR en medio acuoso, con
pKa 1 =8.15, pK, 2 =10.16 y pK, 3 = 13.2

Los valores de las constantes de disociacion acido-base pueden presentar pe-

quenas diferencias segun la metodologia analitica empleada para su determinacion y
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las condiciones experimentales utilizadas.

En este trabajo, con base en la informacién obtenida de la literatura y con el ob-
jetivo de estudiar el comportamiento acido-base del compuesto en virtud de sus carac-
teristicas espectrales, se realizd una titulacién espectrofotométrica, registrandose los
espectros Vis correspondientes a los distintos valores de pH comprendidos en el rango
de 4.0 y 14.0. La obtencion de las constantes de disociacién, pK,, se logré por andlisis
de los datos de la titulacion espectrofotométrica con PKFIT por ajuste por cuadrados
minimos alternantes para datos de segundo orden. Los perfiles espectrales y las cur-
vas de distribucién de especies obtenidas se muestran en la Figura 3.18, en la que se
pueden apreciar 3 especies principales en el equilibrio acido-base con valores de
constantes de disociacién igual a pK, 1=8.84 y pK, »=11.36. Estas cifras son consisten-
tes con las reportadas en la literatura, si bien el valor de pK, » presenta una diferencia

por exceso frente al valor de referencia.
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Figura 3.18. Perfiles espectrales (A) y de distribucion de especies (B) obtenidos por PKFIT para DXR en el rango de
pH de entre 6.0 y 14.0. Se distinguen 3 especies: DXR" (azul), DXR (rojo) y DXR™ (amarillo)

Es de remarcar, ademas, que con esta metodologia no fue posible identificar el
valor correspondiente a la constante de disociacion pK, s, el que es cercano al valor
limite superior del rango de pH. La diferencia entre los valores de pK, > experimental y
tedrico, como asi también la deficiencia para identificar el valor de pK,, 3, puede deber-
se a que a pH mayores de 10.0, la presencia de iones alcalinos, principalmente Na*,

conduce a una sobreestimacion de los valores de pH cuando se utiliza un electrodo de

3.87



vidrio para la medicién de pH, es decir, los valores obtenidos experimentalmente resul-
tan mayores a los valores de pH reales de la solucion (Olah, 1960).

Sobre la base de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que el instru-
mento disponible para llevar a cabo el sistema de inyeccién de flujo no permite trabajar
a valores de pH superiores a 9.5, todos los experimentos de gradiente de pH por FIA
se realizaron en el rango de pH comprendido entre 6.0 y 9.5. En consecuencia, solo
fue posible identificar a las especies involucradas en equilibrio DXR*/ DXR, con un

valor experimental de pK,, ; asociado igual a 8.84.

Modelado quimiométrico por MCR-ALS y analisis des-
criptivo del sistema FIA. Para determinar el gradiente de pH generado en el
sistema de FIA se registraron matrices ETUV para 3 réplicas de inyeccion en 3 niveles
de concentracién de DXR en plasma, analizdndolas individualmente por MCR-ALS.
Para obtener resultados confiables y llegar a conclusiones acertadas respecto al com-
portamiento del sistema, fue importante considerar, en primer lugar, algunas caracte-
risticas inherentes del sistema.

El concepto base de un sistema FIA es la inyeccién de una muestra liquida en
un flujo liquido transportador continuo que genera una zona, o bolo de muestra, que es
transportada a través de un capilar y que es luego detectada por un sistema de detec-
cidn (saurina, 2010). Dependiendo de las caracteristicas de la solucién transportadora y de
la muestra, es posible obtener un sistema lineal o un sistema de gradiente. En este
trabajo, debido a que el pH de la SRT y el de la SRI fueron diferentes (9.5 y 6.0, res-
pectivamente) se obtuvo un sistema de doble gradiente de pH, generado por la disper-
sion de la muestra dentro del flujo transportador. En la Figura 3.19 se esquematiza el
sistema FIA utilizado, representandose el perfil de elucién obtenido de la inyeccion de

una muestra acida en un flujo transportador alcalino.

Muestra
Medio Alcallno (Medio Acido) Medlo Alcalino

== NS F

Figura 3.19. Representacion esquematica de un sistema FIA para el andlisis de una muestra écida en un flujo
transportador alcalino
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En una reaccidén quimica en equilibrio se obedece la ley de balance de masa o
conservacion de masa, es decir, que la masa total de un compuesto, que es igual a la
sumatoria de todas las especies involucradas en el equilibrio, se mantiene invariable
en todo el proceso. En el caso del equilibrio acido-base de DXR en estudio, la concen-
tracion analitica total del analito, Cpxgr, €s igual a la suma de las concentraciones co-

rrespondientes a la especie DXR"y DXR; asi,

Por otro lado, en el sistema FIA, la inyeccién de la muestra en el flujo transporta-
dor conlleva la dispersién del analito, de concentracion Cpxg, a lo largo del bolo de
muestra. Es importante remarcar que si bien se genera una dispersiéon del bolo, la
concentracion total Cpxg se conserva, obedeciéndose la ley de balance de masa a
cada tiempo de elucion. Una excelente estimacién del perfil de Cpxg en el bolo de
muestra se logra analizando las variaciones de intensidad de la sefial de absorcién de
la muestra a la longitud de onda correspondiente al punto isosbéstico (Ando et al., 1997;
Saurina et al,, 2000). En el punto isosbéstico, las especies involucradas en el equilibrio pre-
sentan idénticos valores de absortividad molar, por lo que la sefial de absorcién total
registrada dependera de la concentracién total Cpxg y no de las contribuciones indivi-
duales de las especies involucradas. De esta manera, se puede obtener el perfil de
dispersidn de la muestra en el flujo transportador independiente del valor de pH.

Experimentalmente, el valor de longitud de onda igual al punto isosbéstico se ob-
tuvo de los perfiles espectrales obtenidos por PKFIT, siendo Ay, =530 nm. Posterior-
mente, el perfil de dispersion de la Cpxr en el punto isosbéstico para DXR se extrajo de
la matriz ETUV obtenida por FIA. La Figura 3.20 expone una matriz de datos obtenida
por FIA en la que se indica el perfil de dispersion generado por la muestra en la longi-
tud de onda correspondiente al punto isosbéstico.

Finalmente, teniendo en cuenta todas las consideraciones mencionadas y a fin
de minimizar la ambigledad de los resultados obtenidos, se procedié a la descompo-
sicion bilineal por MCR-ALS aplicando las siguientes restricciones durante la optimiza-
cion ALS: 1- no negatividad en modo espectral y temporal; y 2- condicion de balance
de masa o condicion de sistema cerrado. Esta ultima restriccién se aplico consideran-
dose la dispersién del bolo de la muestra generado en el sistema FIA, utilizando el

perfil de dispersién de Cpyr obtenido en el punto isosbéstico como valor de referencia.
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El nimero de componentes espectroscépicamente activos y sus estimaciones espec-
trales iniciales se obtuvieron por SVD y una metodologia basada en SIMPLISMA (windig

et al, 1991), respectivamente.

600 +
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Figura 3.20. Matriz de datos obtenida por FIA para una solucién de DXR de Cpxr de 7.0 ug mL™" indicandose el perfil
de dispersion del bolo de muestra generado en el punto isosbéstico A, = 530 nm

Obtenidos los resultados de la resolucion quimiométrica con las correspondien-
tes matrices C y S conteniendo los perfiles temporales y espectrales, respectivamente,
se utilizé la informacion contenida en la matriz C a fin de establecer la relacién entre el
tiempo de elucion de la muestra y los valores de pH del gradiente generado. Teniendo
en cuenta la restriccion de balance de masa y considerando el valor de pK, ; = 8.84,
obtenido por PKFIT, se estimé el gradiente de pH generado en el sistema FIA utilizan-
do la ecuacién Henderson-Hasselbarlch para el calculo de pH en un equilibrio &cido-
base (saurina et al., 2000):

XR] CDXR 3.3

[D
pH = pK, + logm = pK,, 1 —log r—

donde pK, 1 =8.84 y cpxr" Y Cpxr €S el perfil temporal correspondiente a la especie
DXR*y DXR, respectivamente, extraidos de la matriz C. Es de remarcar que, en virtud
de las caracteristicas del sistema FIA, se obtuvo un doble gradientes de pH: 1- entre

0.00 min y 0.25 min; y 2- entre 0.25 min y 1.00 min. La Figura 3.21 expone los resulta-

3.90



dos espectrales y temporales obtenidos de la resolucion quimiométrica por MCR-ALS,
mostrandose las curvas de distribucion de especies obtenidas para los 2 gradientes de

pH generados en el sistema FIA, calculados segun la ecuacién 3.3.

Aoief { B
© :
5 ©
~ I -]
g 0.12 >
©
¥ 2
© ©
g 0.08 | ©
5 :
= =
; )
4 0.04 8
<
0.00 b— : . : -
400 450 500 550 600 0.00 025 050 075 1.00
Long. de onda / nm Tiempo / min

Figura 3.21. Perfiles espectrales (A) y temporales (B) obtenidos por MCR-ALS para una muestra de DXR de
concentracién Cpxa = 7.0 ug mL™', mostrandose la especie DXR* (azul), DXR (rojo) y el perfil de dispersién del bolo de
muestra (linea de puntos verde) ante la restriccion de condicién de balance de masa. En los recuadros se muestran las

curvas de distribucion para la especies DXR™ (azul) y DXR (rojo) obtenidas por el gradiente de pH generado en el
sistema FIA para los rangos de tiempo comprendidos entre 0.00 min y 0.25 min (b.1) y entre 0.25 min'y 1.00 min (b.2)

A fin de conocer la reproducibilidad de la generacién del gradiente de pH, se
evalu6 el tiempo al que el valor de pH result6 igual al valor del pK, | para distintas ré-
plicas de muestras de DXR de diferentes niveles de concentracion. Los tiempos co-
rrespondientes al pK, ; resultaron igual a 0.120 £ 0.003 min y 0.392 £+ 0.001 min para
el gradiente comprendido entre 0.00 min y 0.25 min y 0.25 min y 1.00 min, respectiva-
mente. Estas cifras demuestran la alta reproducibilidad de la generacién de un gra-
diente de pH en el sistema FIA, como asi también la reproducibilidad de la resolucion

quimiométrica por MCR-ALS, utilizando las restricciones adecuadas.

Modelado quimiométrico por MCR-ALS y analisis predic-
tivo. Los métodos basados en FIA se caracterizan por ser métodos que no incluyen
la separacion fisica de los componentes, por lo que fluyen juntos a través del sistemay
llegan al detector al mismo momento. En consecuencia, para el analisis de muestras

complejas o sistemas multi-componentes resulta necesario utilizar mecanismos alter-
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nativos que aseguren y faciliten la resolucion e identificacion de cada compuesto. Una
excelente alternativa para superar este inconveniente es la generacién de datos de
segundo orden, en donde la resolucion de los componentes se logra en virtud de sus
diferencias espectrales y temporales. En FIA, adicionalmente a las diferencias espec-
trales, la discriminacién de los componentes se realiza a través de cambios en el perfil
temporal obtenidos como resultado de la generacion de un gradiente quimico (Saurina,
2010). En este trabajo, para la obtencién de datos de segundo orden, se procedié a la
generacién de un gradiente de pH, registrandose el espectro Vis a cada tiempo de
elucién. La determinacion de DXR en muestras de plasma se llevé a cabo mediante
modelado quimiométrico de arreglos de 2-vias aumentado por ext-MCR-ALS.

Para la descomposicién bilineal, se construyeron matrices aumentadas en co-
lumna (Daum) que incluyeron las matrices de datos correspondientes a las muestras de
validacion o muestras de plasma con interferentes, segun corresponda, y las matrices
de datos de calibracion. El numero de especies espectralmente activas se determin6
mediante SVD y las estimaciones iniciales espectrales se obtuvieron utilizando una
metodologia basada en SIMPLISMA (windig et al., 1991). En las muestras de validacién el
nuamero de componentes obtenido mediante analisis por SVD fue igual a 3, correspon-
diéndose a cada especie de DXR presente en el equilibrio acido-base, DXR* y DXR, y
a la contribucion del plasma. Por otro lado, en las muestras conteniendo DXR en pre-
sencia de RFP, el numero de especies contribuyentes obtenido por SVD fue igual a 4,
correspondiéndose, aqui, a las contribuciones de las especies de DXR presentes en el
equilibrio, DXR" y DXR, al plasma y a RFP. Es importante destacar que si bien el valor
de la constante de disociacion de RFP se encuentra incluido en el rango de pH anali-
zado, pKarep = 7.9 (ScienceDirect, 2008), Y S€ esperarian contribuciones espectrales de las
diferentes especies de RFP involucradas en el equilibrio, se observé que el espectro
de RFP no depende del valor del pH, es decir, no se observaron diferencias espectra-
les para RFP en los distintos valores de pH estudiados. En consecuencia, solo un
componente fue necesario para explicar la contribucién de RFP en las muestras.

Resulta necesario mencionar que las muestras de calibracién se construyeron
adicionando los analitos a plasma humano debido, principalmente, a que las interac-
ciones del plasma con los analitos modifican significativamente las propiedades de
estos ultimos, fundamentalmente, sus caracteristicas espectrales.

Finalmente, la resolucién por ALS para la matriz D,ym S€ llevd a cabo aplicando
solo la restriccién de no negatividad. En la Figura 3.22 se muestran los perfiles tempo-

rales y espectrales obtenidos como resultado de la descomposicidn bilineal por MCR-
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ALS para una de las muestras de plasma conteniendo DXR en presencia de RFP.
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Figura 3.22. Perfiles espectrales (A) y temporales (B) obtenidos para una muestra de plasma conteniendo DXR en
presencia de RFP, mostrandose las contribuciones de las especies involucradas en el equilibrio: DXR* (azul), DXR
(rojo), RFP (linea de puntos naranja) y plasma (linea de puntos gris)

Obtenidas las matrices C y S correspondientes al resultado de la descomposi-
cion bilineal, se utilizé la informacion contenida en C para la construccién de una curva
de calibracién tipo univariada, o pseudounivariada, a fin de predecir las concentracio-
nes de los componentes presentes en muestras de validacién y muestras de prueba.
Ademas, para estimar las FOMs que representan al método analitico se sigui6 el pro-
cedimiento propuesto por Bauza et al. (Bauza et al, 2012) para datos de segundo orden y
modelado quimiométrico por MCR-ALS.

En casos donde la concentracion del analito, por descomposicion bilineal, se en-
cuentra distribuida en dos factores o componentes (Cpxgr = [DXR'] + [DXR] en este
caso), es posible seguir 2 estrategias diferentes para la prediccién de la concentracion
del compuesto y, por consiguiente, para la estimacion de FOMs. La primera estrategia
se basa en la seleccion del factor o componente que demuestre mejores parametros
analiticos, como ser mayor sensibilidad, mayor rango lineal y mejor ajuste de lineali-
dad, mientras que la segunda utiliza la informacién obtenida para ambos factores, en
otras palabas, se considera como respuesta analitica a la sumatoria de las contribu-
ciones individuales de cada factor.

Es importante remarcar, ademas, que el calculo de SEN para datos de segundo
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orden requiere de la informacién espectral obtenida correspondiente al factor evalua-
do. Para la primera estrategia, esta informacién se puede extraer facilmente de la ma-
triz S, sin embargo, para la segunda estrategia, debido a que la informacion necesaria
para el analisis es la correspondiente a ambos componentes, el calculo de SEN se
realiza utilizando la combinacién lineal de los perfiles espectrales obtenidos para cada
componente (Olivieri et al., 2015). En la Figura 3.23 se representan las curvas de abundan-
cia obtenidas por MCR-ALS respecto a la concentracion establecida para las muestras
de calibracién para las especies DXR* y DXR, como también, la curva correspondiente

a Cpxr Y las respectivas curvas de ajuste.

400 T T T T T T T T T T T T T T T T ]
C - 1
. g ]
300+ ST e o]
s> e e
- e e
m .... o e ©
g 200 e e
. e |
s o
C ---------------
3 L o ]
< 100 o " ]
Lo Qe ]
I — P— o e
.............. Qurere
To ToRi
0 L i i i 1 i i i 1 i i i L i i i 1
4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Concentracion / ug mL"

Figura 3.23. Curvas de abundancia con respecto a la concentracion, obtenidas de la descomposicion por MCR-ALS,
para DXR* (azul), DXR (rojo) y para la suma de contribuciones individuales (verde). En linea de puntos se muestran las
curvas ajustadas de regresién

Puede observarse que el factor correspondiente a DXR* presenta mayor rango
lineal y sensibilidad en comparacién con DXR. Ademas, en virtud de la simplicidad de
célculo y a que los resultados predictivos obtenidos no presentaron diferencias signifi-
cativas entre las diferente formas de célculo, el analisis cuantitativo se llevo a cabo
siguiendo la primer estrategia, es decir, utilizandose la informacién obtenida para el
factor correspondiente a DXR™.

La Tabla 3.9 resume los valores de concentracion obtenidos para las muestras
de validacién y las muestras de DXR en presencia de RFP. Para asegurar la exactitud

del método desarrollado, se evaluaron las recuperaciones de manera estadistica me-
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diante un test de hipétesis t, donde la aceptacion de la hipoétesis nula H, (Olivieri, 2015)
validé los valores de recuperacién experimentales, demostrandose que el valor de
recuperacion media obtenido y el valor ideal 100 % presentd diferencias estadistica-
mente no significativas, para un nivel de confianza del 95 % (a =0.05) y v = n—1 gra-
dos de libertad (v = 5). Sobre la base de estos resultados, se asegur6 la exactitud del
método propuesto para la determinacion DXR en plasma, aln en presencia de poten-
ciales interferentes. Finalmente, los valores estimados para LOD y LOQ resultaron

igual a 0.12 pg mL™" y 0.38 pug mL™" para DXR en plasma, respectivamente.

Tabla 3.9. Concentracién de DXR predicha en muestras de validacion y muestras de prueba
en presencia de RFP ?

Muestra NomINAL PREDICHA® % RECUPERACION
Val_1 6.0 6.4 (0.3) 106.7
Val_2 10.0 9.6 (0.7) 96.0
val_3 8.0 7.9(0.1) 98.8

Valrep_4 © 7.5 7.7 (0.1) 102.7

Valgep_5 ¢ 6.0 6.3(0.1) 105.0
Val_6 55 5.6 (0.1) 102.8

REP % ¢ 4.7
Rexp ° 101.8

Las concentraciones estan dadas en ug mL™";
Entre paréntesis se muestran las desviaciones estandares calculadas para 3 réplicas de prepa-
racion;

© Muestras de prueba conteniendo DXR en plasma en presencia de 14.3 pgmL™" y 12.5 ug mL™
de RFP para Valgep_4 y Valgep_5, respectivamente;

1
7211(Cn0m _Cpred)2

d REP %: error relativo de prediccion, expresado en %, REP % = 100 x - , para |= 6;

e

Rexy, Valor de recuperacion media, expresado en %.

Considerandose que para la terapia de pacientes masculinos adultos enfermos
se utilizan dosis de entre 60 mg m™?y 75 mg m™, lo que lleva a una concentracion ini-
cial de DXR de aproximadamente 20 ug mL™", de la que solo un pequefio porcentaje
se encuentra presente en plasma (Trevisan et al.,, 2003), y con base en los valores obtenidos
de LOD y LOQ, con el método propuesto es posible determinar concentraciones de
DXR en plasma de pacientes tratados, en concentraciones inferiores a las utilizadas
en el tratamiento, hasta un valor aproximado de 0.01 % de la concentracién inicial.

La calidad y eficiencia del modelado quimiométrico se evaluaron cuantitativa-
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mente calculando el grado de solapamiento espectral (s;2) entre los espectros de cada
componente obtenido por PKFIT (s4) y los perfiles espectrales obtenidos por MCR-
ALS (sy), siguiendo la expresion de la ecuacion 3.1, obteniéndose valores de si» igua-
les a 0.9997 y 0.9917 para la especie DXR" y DXR, respectivamente. Estas cifras
permitieron aseguran la eficiencia del modelado quimiométrico y la capacidad de obte-
ner informacién espectral de alta calidad mediante modelado quimiométrico por MCR-
ALS.

Posteriormente, se realizd un estudio de precisién evaluandose los parametros
de repetibilidad y precision intermedia. El analisis de repetibilidad se llevé a cabo ana-
lizando la variabilidad estadistica introducida en la determinacion de DXR en plasma
en tres niveles de concentracion (inferior, medio y superior del rango de concentracio-
nes utilizado en la calibracién), por triplicado. Por otro lado, para el analisis de preci-
sién intermedia, se evalud la variabilidad estadistica introducida en la determinacién de
DXR en plasma en tres niveles de concentracion (inferior, medio y superior del rango
de concentraciones utilizado en la calibracién), por triplicado, en tres semanas diferen-
tes. Asi, se prepar6 y analiz6 un total de 27 muestras independientes de DXR, en au-
sencia de interferentes. En todos los casos, se determin6 el CV % y se realizé un test
de analisis de varianza, ANOVA, a fin de determinar la presencia de diferencias esta-
disticamente significativas entre muestras preparadas y analizadas en semanas dife-
rentes. De los resultados obtenidos, se observa que todos los valores de CV % resul-
taron menores al valor recomendado por la Agencia Europea de Medicinas (EMA) para
la determinacién de drogas en muestras bioldgicas, que establece valores limites de
CV % iguales a 15 % (EMA, 2011). Ademas, el test ANOVA arrojo valores de probabilidad
p mayores al nivel de corte establecido p = 0.05, demostrandose que existen diferen-
cias estadisticamente no significativas entre los andlisis de prediccidn realizados en
diferentes semanas. En la Tabla 3.10 se muestran los resultados obtenidos para el
estudio de precisién, mediante el analisis de repetibilidad y precision intermedia.

Adicionalmente, se evalu6 la exactitud de la metodologia analitica desarrollada
mediante un grafico de concentracién predicha con respecto a concentracion nominal
y la estimacién de la region eliptica de confianza conjunta. Esta ultima consiste en gra-
ficar la region de confianza mutua de la pendiente y la ordenada al origen para el grafi-
co de concentracién predicha con respecto a concentracion nominal, en el plano pen-
diente-ordenada al origen (Olivieri et al., 2014b). Para este analisis se utilizaron las concen-
traciones predichas obtenidas en las muestras de validacién, muestras de prueba y

muestras de precision, realizandose un ajuste de cuadrados minimos ordinarios (OLS:
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Ordinary Least-Squares). Como se puede observar en la Figura 3.24, el punto ideal 1y
0 para pendiente y ordenada al origen, respectivamente, se encuentran incluidos den-
tro de la regidén de confianza, para un nivel del 95 %, si bien se observa una pequefia
desviacion de la idealidad en la pendiente de la curva ajustada de concentracion pre-

dicha con respecto a concentracién nominal.

Tabla 3.10. Resultados obtenidos para el andlisis de repetibilidad y precision intermedia ®

Coxr SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
ANOVA®
NominaL PREDICHA CV%"° PREDICHA CV % PREDICHA CV %
4.2 4.3 4.4
4.0 41 52 4.2 1.4 4.3 3.6 0.178
3.8 4.3 41
8.3 8.4 8.4
7.0 8.1 4.5 8.4 0.2 8.5 0.7 0.069
7.6 8.4 8.5
13.4 12.3 13.8
12.0 12.2 7.8 13.7 5.6 14.2 1.5 0.085
11.5 13.4 13.9
@ Las concentraciones estan dadas en ug mL™";
° Coeficiente de variacién porcentual. CV% = (SP/,) x 100, expresado en %, donde SD es el des-
vio estandar para v = n-1 grados de libertad y ¢ es la concentracion media calculada;
¢ Valor de probabilidad p obtenido del analisis de variancia, ANOVA, donde Ho=todas las medias

obtenidas en cada semanas son iguales para un nivel a = 0.025 y u = n-1 grados de libertad.

Finalmente, con el objetivo de obtener una mayor comprensién sobre la exacti-
tud del método, se analizaron las 2 muestras de prueba conteniendo DXR en presen-
cia de RFP, Valgep_4 y Valgep_5, por triplicado, mediante un método basado en HPLC
acoplado a deteccién UV, siguiendo el procedimiento de Alvarez-Cedrén et al. (Aivarez-
Cedron et al., 1999). En la Figura 3.25 se observa el perfil cromatografico obtenido para la

muestra Valgee_4.
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Figura 3.24. (A) Region eliptica de confianza conjunta en el plano pendiente-ordenada al origen, para un nivel de
confianza del 95 %., indicandose el punto ideal [1, O] (estrella violeta) para pendiente y ordenada al origen,
respectivamente (B) Grafico de concentracion predicha con respecto a concentracién nominal, mostrandose la linea
ajustada para los valores experimentalmente (linea de puntos celeste) y la curva de regresion ideal (linea de puntos
violeta)

Las concentraciones predichas obtenidas por la metodologia analitica basada en
HPLC-UV fueron igual a 7.5 ugmL™ (SD=0.1) y 6.08 pg mL™' (SD = 0.04) para las
muestras Valgep_ 4 = 7.5 pg mL™" de DXR y Valgee 5 = 6.0 pg mL™" de DXR.
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Figura 3.25. Cromatograma obtenido para la muestra Valgep_4, mostrandose las sefnales obtenidas para DXR (1, azul)
y RFP (2, naranja), registrado a una longitud de onda de 254 nm

Un test estadistico t de comparaciéon de medias demostr6 que existen diferencias
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estadisticamente no significativas entre los valores de prediccion y recuperacién obte-
nidos utilizando el método basado en FIA y HPLC-UV.

CONCLUSION

Se desarrollé6 un método para la determinacién de DXR en plasma humano utili-
zando un sistema basado en la generacion de un gradiente de pH por FIA acoplado a
deteccién de arreglo de diodos Vis. La generacién de datos de segundo orden demos-
trd ser una excelente estrategia para lograr la resolucién y cuantificacion del compues-
to de interés en muestras complejas o sistemas multi-componentes, aprovechandose
de la ventaja de segundo orden que muestran los técnicas quimiométricas de calibra-
cién multivariada. Se seleccioné MCR-ALS como algoritmo para el analisis cuantitati-
vo, permitiendo obtener, ademas, informacién cualitativa altamente confiable acerca
del sistema en estudio.

Sobre la base de los resultados obtenidos, y considerandose los bajos limites de
deteccidén alcanzados, la metodologia analitica propuesta resulta en una alternativa
simple y conveniente para la determinacién de DXR en plasma de pacientes bajo tra-
tamiento. Se demostrd, también, que con el método propuesto se alcanzan resultados
comparables a los obtenidos por técnicas analiticas que involucran instrumental mas
sofisticado, como HPLC, en un tiempo de andlisis notablemente menor. Visto desde
esta perspectiva, este método podria ser utilizado, ademas, para la determinacién de
otros compuestos en muestras biolégicas, extendiéndose a muestras complejas de
diferente naturaleza.

MCR-ALS es una herramienta versatil que permitié realizar un andlisis descripti-
vo minucioso del sistema, en referencia al gradiente de pH generado, sin requerir de
mediciones experimentales de pH en linea. Esta metodologia no solo permitié develar
los valores de pH generados dentro del sistema, sino que resultaria en una excelente
estrategia para el analisis y determinacion de constantes de disociacién de nuevos

compuestos.
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3. 4. DESARROLLO DE UNA METODO PARA EL ANALISIS
ESTRUCTURAL DE PROTEINAS EN MEDIO ACUOSO BASADO EN
ESPECTROSCOPIA INFRARROJA LASER COMBINADA A
HERRAMIENTAS QUIMIOMETRICAS PARA PROCESAMIENTO Y
ANALISIS DE DATOS

External cavity-quantum cascade laser spectroscopy for mid-IR transmission measure-
ments of proteins in aqueous solution — Alcaraz, M.R., et al., Anal Chem 2015, 87, 6980—
6987

EC-QCL mid-IR transmission spectroscopy for monitoring dynamic changes of protein sec-
ondary structure in aqueous solution on the example of B-aggregation in alcohol-
denaturated a-chymotrypsin — Alcaraz, M.R., et al., Anal Bioanal Chem 2016, 408, 3933—
3941

CONSIDERACIONES GENERALES

La espectroscopia infrarroja (/R) es una técnica versatil utilizada para el analisis
cuantitativo y descriptivo de una amplia variedad de muestras. En la década del 60’, el
desarrollo de los algoritmos para el calculo de series complejas de Fourier, o transfor-
madas de Fourier (Cooley et al., 1965), impulsé la creacion de los interferometros de Mi-
chelson-Morley utilizados en espectroscopia IR, que, hasta el dia de hoy, estan pre-
sentes en los espectrofotometros IR acoplados a transformada de Fourier (FT-IR: Fou-
rier Transform-InfraRed). Estos espectrofotdmetros, generalmente, utilizan fuentes de
luz termales, como por ejemplo, fuentes globars, que a pesar de emitir en un amplio
rango de energia, presentan una potencia de radiacién muy baja en la regién del es-
pectro IR, principalmente, del IR medio (mid-IR). La baja intensidad de emision de este
tipo de fuentes constituye una limitacion para mediciones de muestras con matrices
altamente absortivas, como lo son las matrices acuosas. En estos casos, el agua, pre-
sente como solvente, absorbe la mayor parte de la intensidad de luz que queda dispo-
nible luego de la interacciéon con el compuesto de interés. Consecuentemente, los pa-
sos Opticos utilizados para estas mediciones son restringidos a unos pocos pum, en

virtud de la combinacion de dos factores principales: 1- el alto coeficiente de absorcion
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molar de una banda espectral a 1645 cm™' correspondiente a las vibraciones por tor-
sion del enlace HOH del agua; y 2- el bajo poder de emision de las fuentes de luz ter-
males usadas en los espectrofotometros FT-IR. Los pasos Opticos generalmente utili-
zados para las mediciones de proteinas en solucién acuosa se encuentran en un ran-
go de aproximadamente 8 um (vang et al.,, 2015), para evitar la absorcién total de la ener-
gia IR en la regién correspondiente a las vibraciones de torsién HOH. El uso de estos
pasos opticos para el andlisis de proteinas en medio acuoso, pueden, por un lado,
perjudicar la robustez instrumental del método, debido a obstrucciones que pudiesen
ocurrir dentro de la celda, y ademas requieren de altas concentraciones de proteinas
(> 10 mg mL™") (Fabian et al,, 2008).

Recientemente, se comenzd a comercializar una nueva fuente de energia lumi-
nica IR, que incluye a los laseres de cascada cuantica con cavidad externa (EC-QCL:
External Cavity-Quantum Cascade Laser), que operan a temperatura ambiente y pre-
sentan una alta densidad de potencia de emision en un amplio rango espectral. Los
QCL son laseres unipolares basados en transiciones inter sub-bandas de electrones
dentro de varias bandas de un conductor de semi-conduccion (Curl et al., 2010; Yao et al.,
2012). En palabras simples, el principio de funcionamiento de un QCL se puede explicar
de la siguiente manera: un electron que permanece en una banda de conduccion lue-
go de emitir un foton laser, es reciclado por inyeccion, por aplicacion de una diferencia
de potencial adecuada, a una region activa adyacente idéntica a la anterior, desde
donde emite otro foton. Esto se repite sucesivamente hasta alcanzar la ultima banda o
region activa disponible (Curl et al., 2010). Este efecto de cascada cudntica es el responsa-
ble del alto poder que pueden alcanzar las bandas de emisién de los QCL. La Figura
3.26 resume esquematicamente el funcionamiento de este tipo de laseres.

Por otro lado, la cavidad externa de los EC-QCL permite la seleccion de diferen-
tes niumeros de onda mediante una red de difracciéon externa, como también, el regis-
tro en un amplio rango espectral. El alto poder de emisién de este tipo de fuente permi-
te incrementar la longitud de los pasos 6pticos para mediciones de transmision, incluso
en presencia de matrices fuertemente absortivas. Recientemente se han reportado
métodos analiticos utilizando EC-QCL como fuente de luz IR para el andlisis de mues-
tras complejas en soluciones acuosas para el monitoreo de procesos online (Siegmann-
Hegerfeld et al, 2013) y aplicaciones médicas (Brandstetter et al, 2010; Brandstetter et al, 2012;

Brandstetter et al., 2013b).
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Figura 3.26. Representaciéon esquematica del funcionamiento de un laser de cascada cuantica, QCL

La espectroscopia IR es un método analitico bien establecido para el analisis es-
tructural de proteinas (Barth, 2007; Yang et al,, 2015) y €l monitoreo de cambios dinamicos en
sus estructuras secundarias. Las bandas de absorcién mas prominentes de las protei-
nas en el espectro IR son causadas por vibraciones del grupo peptidico y son referidas
como bandas amida. De las bandas principales que se observan en la regién IR, la
banda amida | (1600-1700 cm™), originada principalmente por las vibraciones por esti-
ramiento de los grupos carboxilos (C=0), es la utilizada con mayor frecuencia para el
andlisis de estructuras secundarias (Fabian et al, 2006). Los diferentes patrones de los
puentes de hidrogeno, las interacciones dipolo-dipolo, las orientaciones geométricas
en hélices a, laminas y giros B o estructuras de configuracién aleatoria inducen dife-
rentes frecuencias en las vibraciones C=0 que pueden ser correlacionadas con la res-
pectivas estructuras secundarias (Bal Ram, 1999). Dentro de las técnicas utilizadas para
mediciones IR de proteinas, las basadas en mediciones de transmisidn son utilizadas,
habitualmente, para muestras en solucion, mientras que los métodos de reflectancia
total atenuada (ATR: Attenuated Total Reflectance) son empleados para estudios de
absorcién o investigaciones en laminas delgadas.

Las alteraciones en la estructura secundaria de las proteinas pueden ser induci-
das por cambios en las condiciones externas, tales como pH del medio, temperatura,
presion, presencia de co-solventes, surfactantes o agentes crioscopicos, y son gene-

ralmente acompanadas de la desnaturalizacién de las proteinas. EI cambio mas pro-
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minente de la estructura secundaria es la transicién desde hélices a hacia laminas £,
resultado de un fenédmeno de agregacion. Si bien los procesos de desnaturalizacidon
estan acompanados de disrupciones de hélices a y formacién de laminas 8, giros B y
hélices tipo poliprolina Il, la exposicion a alcohol, en particular, induce y estabiliza do-
minios de hélices a (Matsuo et al,, 2012). Pese a que el efecto de los alcoholes, especial-
mente los fluor-sustituidos, por ejemplo, 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), sobre las proteinas
ha sido ampliamente estudiado, el mecanismo fisico por el que el alcohol afecta a la
conformacion de las proteinas es adn incierto.

La predisposicion de proteinas con estructura secundaria predominantemente de
laminas B, como la a-quimiotripsina (a-CT), hacia la agregacion en fibrillas amiloideas
ante la presencia de TFE ha sido extensamente demostrada por andlisis turbidimétri-
co, de luz dindmica dispersada, termodinamico, de fluorescencia intrinseca, entre otros
(Khodarahmi et al., 2009; Pallarés et al., 2004; Rezaei-Ghaleh et al., 2007). Estos trabajos reportan que las
interacciones TFE-proteina y proteina-proteina dependen fuertemente de condiciones
externas, tales como el pH, la concentracion de TFE y la temperatura. La formacién de
fibrillas amiloideas es promovida por concentraciones bajas o intermedias de TFE
(> 35 %), pero a altas concentraciones (= 50 %) es suprimida debido a la pronunciada
estabilizacion de estructuras helicoidales a no-nativas (Harrison et al., 2007). Se ha demos-
trado, ademas, que la exposicion de a-CT a altas concentraciones de TFE lleva consi-
go la instantanea formacién de estructuras de hélices a no nativas, sucedida por la
formacion gradual de agregados de Iaminas B intermoleculares (Dong et al., 1998).

En este trabajo se propone el desarrollo de una nueva metodologia IR utilizando
un laser EC-QCL como fuente luminica para mediciones de transmision mid-IR de pro-
teinas en medio acuoso. Para el tratamiento de sefiales obtenidas, se propone una
estrategia de procesamiento basado en algoritmos quimiométricos, a fin de disminuir el
ruido instrumental introducido por el EC-QCL. Adicionalmente, se estudié el efecto de
TFE sobre la proteina a-CT, monitoreandose los cambios dinamicos en la estructura
secundaria de la proteina ante variaciones de pH y concentracién proteica, registran-
dose espectros mid-IR en un determinado periodo de tiempo. Con el objetivo de obte-
ner resultados con interpretacion fisica y poder inferir acerca de las conformaciones
estructurales involucradas en el proceso, se seleccion6 MCR-ALS como algoritmo

quimiométrico para el modelado de los datos multidimensionales obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos. El fosfato de sodio monobasico dihidrato calidad p.a.
(NaH-PO,2H-0) fue adquirido de Fluka (Buchs, Suiza). El fosfato de sodio dibasico
dihidrato (Na-HPO.2H-0) BioUltra calidad biologia molecular, la solucién de hidréxido
de sodio 50 % en agua (NaOH), el acido clorhidrico 37 % (HCI) calidad ACS y 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) calidad ReagentPlus =299 % fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Las proteinas liofilizadas B-Lactoglobulina de leche bovina (8-
LG, = 85 %), hemoglobina de sangre bovina (HEMO), albamina de suero bovino (BSA,
= 98 %), lisozima de clara de huevo (Lys, > 90 %) y a-quimotripsina de pancreas bo-
vino (a-CT, = 85 %) fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) y utili-
zadas sin tratamiento previo. El agua de laboratorio ultrapura fue obtenida mediante un

sistema de purificacion de agua Milli-Q MilliPore (Billerica, Estados Unidos).

Soluciones de trabajo. Se preparé una solucién reguladora de fosfa-
tos (PBS, NaH,PO,/Na,HPQO,) disolviendo cantidades apropiadas de las sales corres-
pondientes y ajustando el pH a 7.0 con HCl o NaOH, segun corresponda, obteniéndo-
se una concentracién formal de 0.016 mol L™'. Las soluciones madres de proteinas se
prepararon diariamente por disolucion de la cantidad apropiada del liofilizado proteico
correspondiente en PBS. Se analizaron diferentes proteinas por técnicas de FT-IR y
EC-QCL-IR en distintos niveles de concentracién comprendidos entre 1.0 mgmL™" y
20.0 mgmL™".

Para el analisis de desnaturalizacién se prepararon diferentes soluciones de a-
CT disolviendo la cantidad apropiada de proteina liofilizada directamente en 1.0 mL de
una solucion mezcla de TFE:PBS 50:50 (TFEPBS). Inmediatamente después, la solu-
cion resultante se transfirié a la celda de flujo del espectrofotémetro EC-QCL-IR para
el subsecuente andlisis. El pH de la soluciéon PBS fue ajustado con NaOH o HCI, se-
gun corresponda previo a la preparacién de la solucion mezcla TFEPBS. Se prepar6
un set de 7 muestras conteniendo 20.0 mg mL™' de a-CT a diferentes valores de pH en
el rango de 5.8 y 8.2 y un set de 7 muestras a pH 6.6 conteniendo diferentes niveles

de concentracion de a-CT, en el rango de entre 5.0 mg mL™" y 60.0 mg mL™".

Instrumentacion y procedimiento. Las mediciones de pH se rea-

lizaron utilizando un potenciometro pH 330i 410A (Wissenschaftlich-Technische Wer-
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kstatten GmbH, Weilheim, Alemania) equipado con un electrodo de vidrio combinado
Sentix® 61 (Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim, Alemania)

acoplado a un sensor de temperatura.

Mediciones FT-IR. Las mediciones espectroscopicas de absorcion infrarroja

acoplada a transformada de Fourier (FT-IR) se realizaron utilizando un espectrofoté-
metro FT-IR Bruker 80v (Ettlingen, Alemania), equipado con un detector MCT
(HgCdTe, MCT: Mercury-Cadmium-Telluride) operado con nitrégeno liquido (LN>)
(D* =4 x 10" cm Hz®° W™ a 9.2 pm). Se utilizé una celda de flujo compuesta por dos
ventanas de CaF, y un separador de politetrafluoroetileno (PTFE) de 8 um de espesor.
El espectrofotometro se purgd con aire seco para disminuir el contenido de vapor de
agua atmosférico. Los espectros se registraron en modo de adquisicién de datos en
doble canal en la regién espectral comprendida entre 400.0 cm™ y 4000.0 cm™ con
una resolucién espectral de 2 cm™, a temperatura constante de 25 °C. Para cada es-
pectro se promediaron 32 mediciones consecutivas (tiempo de adquisicion: 6.7 s) y
para la conversién a transmitancia se utilizé una funcién de apodizacién Blackman-
Harris de tercer término, con un factor de sensibilidad cero igual a 2. En caso de ser
necesario, se substrajeron las bandas de absorcién del vapor de agua atmosférico. El
andlisis y la adquisicién de datos se realizaron utilizando el programa informatico
OPUS 7.2 (Bruker, Ettligen, Alemania).

Mediciones EC-QCL-IR. Para las mediciones espectroscopicas de absorcion

laser infrarroja (EC-QCL-IR) se utilizd un dispositivo ensamblado en el laboratorio
comprendido por un laser de cascada cuantica con cavidad externa (EC-QCL, Daylight
Solutions Inc., San Diego, Estados Unidos) termoeléctricamente enfriado, operando a
una velocidad de repeticiéon de 100 kHz y un ancho de pulso de 500 ns.

Los espectros de transmision IR se registraron en el rango espectral localizado
entre 1729.30 cm™ y 1565.06 cm™, cubriendo la regién de la banda amida | de las
proteinas. Se utilizé6 un espejo parabdlico recubierto en oro para concentrar el haz de
luz IR transmitida por la muestra al detector. Para la deteccién se utilizé un detector
MCT operado a —60 °C por enfriamiento termoeléctrico (D* =4 x 10° cm Hz** W™ a
9.2 um). El procesamiento y digitalizacion de la sefial detectada se logré utilizando un
integrador de dos canales y un conversor analdgico-a-digital (ADC: Analog-to-Digital
Converter) NI DAQ 9239 de 24 bits (National Instruments Corp., Austin, EE.UU). Cada

espectro, comprendido por 24000 datos, se registré en un tiempo igual a 1.5 s. Para el
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control del dispositivo se utilizé un controlador desarrollado en el laboratorio soportado
en LabView GUI 11.0 (National Instruments Corp., Austin, EE.UU) con estructura ser-

vidor-cliente. El dispositivo utilizado se muestra esquematicamente en la Figura 3.27.

Celda
de flujo

EC-QCL

Controlador de
temperatura

¢5.00 | 00.00 ‘

Detector ] -
MCT - : |
[ ]
- SRR
Digitalizador ' |
de senal

Figura 3.27. Representacion esquematica del dispositivo utilizado para las mediciones EC-QCL-IR

Las mediciones EC-QCL-IR se llevaron a cabo a 25 °C utilizando una celda de
flujo construida en el laboratorio con control de temperatura, equipada con dos venta-
nas de CaF, transparentes a la luz mid-IR y un separador de PTFE de 38 um de espe-
sor. Para reducir la influencia del vapor de agua, el instrumento se aislé en una caja de
polietileno con flujo de aire seco constante. Para cada espectro, se promediaron 50
mediciones consecutivas de transmision mid-IR (tiempo de adquisicién: 100 s). La re-
solucion espectral se calcul6 evaluandose el ancho de banda del espectro de vapor de
agua y comparandose con los espectros adquiridos por FT-IR, utilizando distintos valo-
res de resolucion. Se obtuvo en una resolucién para EC-QCL-IR igual a 0.2 cm™.

Para el analisis de desnaturalizacion de a-CT en presencia de TFE se obtuvieron

matrices de datos tiempo-espectro de absorbancia IR (TIR: Time-InfraRed spectra)
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registrados en el rango espectral comprendido entre 1710.0 cm™ y 1585.0 cm™, en un
periodo de tiempo de entre 2 min y 240 min. De esta manera, las matrices TIR consis-
tieron en 38 x 4600 datos en la dimension temporal y espectral, respectivamente, que

luego se analizaron por MCR-ALS.

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. Para el procesamiento de las sefiales obtenidas por EC-QCL-IR se desarrolld
un procedimiento basado en un algoritmo de correccion de deformaciones (COW: Co-
rrelation Optimized Warping (Nielsen et al., 1998)), que se encuentra asequible en internet
accediendo a la pagina web http://www.models.life.ku.dk/DTW_COW. Los algoritmos
necesarios para operar MCR-ALS se encuentran asequibles en internet accediendo a
la pagina web http://www.mcrals.info/. El procesamiento de datos y el analisis quimio-
métrico con MCR-ALS se realizé en MatLab 7.10 (MathWorks Inc., Natick, Estados
Unidos).

RESULTADOS

Procesamiento de seiales obtenidas por EC-QCL-IR. En
espectroscopia EC-QCL-IR, el barrido espectral a través del rango de niumero de onda
se logra por la rotacion cuasi-continua de la red de difraccién ubicada en la cavidad
externa de la fuente luminica EC-QCL. Debido a pequerios saltos ocurridos en la cas-
cada cuantica y a la rotacion de la red de difraccion de la cavidad externa, las curvas
de emision resultantes presentan, en su distribucién general, una estructura fina carac-
teristica, comunmente denominadas mode-hops (Wysocki et al., 2005). Por otro lado, las
imperfecciones mecanicas del laser conllevan a una desalineacion de las estructuras
finas entre mediciones consecutivas, como se puede observar en la Figura 3.28. Estas
diferencias, si bien parecen despreciables en las curvas de transmisién, conllevan a la
introduccion de un ruido considerablemente alto en los espectros de absorbancia co-
rrespondientes (Brandstetter et al., 2013a). Estas fluctuaciones no presentan un patrén alea-
torio, por lo que promediar un numero suficientemente elevado de mediciones conse-
cutivas no resulta en una opcion eficiente para la reduccion de las perturbaciones re-
sultantes. Ademas, debido a que el corrimiento o deformacién de los mode-hops no es

constante entre mediciones consecutivas, una simple correcciéon por desplazamiento
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horizontal, es decir, a través del eje de nimero de onda, tampoco se presenta como
una estrategia efectiva para la reduccion de las perturbaciones en el espectro de ab-
sorbancia, si bien en la literatura se pueden encontrar diferentes trabajos utilizando
esta metodologia (Brandstetter et al., 2013a). Asimismo, el uso de técnicas basadas en filtra-
do y/o suavizado de sefiales no es recomendable debido al alto ruido presente en el
espectro de absorbancia, pudiéndose introducir distorsiones en la forma general del
espectro de absorbancia final, llevando consigo una malinterpretacion de la informa-

cion contenida en el espectro IR evaluado.

—
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Figura 3.28. Curvas de transmision consecutivas obtenidas por EC-QCL-IR para agua ultrapura. En el recuadro se
amplifica la regién espectral comprendida entre 1605 cm™'y 1600 cm™, mostrandose las diferencias entre las
fluctuaciones presentes de las estructuras finas de 2 lineas de transmision consecutivas

En las fuentes EC-QCL, el recorrido completo de la red de difraccion en movi-
miento continuo es referido como el registro espectral completo en un rango definido
de nimero de onda (Brandstetter et al.,, 2012). Las imperfecciones del laser y las inexactitu-
des ocurridas en la adquisicion de los datos, debido a retardos en la red de difraccién y
en la deteccion de la sefal, introducen desviaciones en la escala de nimero de onda,
haciendo necesaria la calibraciéon de instrumento.

Por otro lado, se observé que el tipo de ADC utilizado en la adquisiciéon de los
datos afecta notablemente al espectro de absorbancia resultante debido a los diferen-
tes retardos generados por las inexactitudes del pulso de deteccion y el procesamiento

de digitalizacion interno del ADC. Como se dijo, el eje temporal se corresponde direc-
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tamente al eje de nimero de onda, por lo tanto, cualquier retardo introducido en la
adquisicion de datos conlleva imprecisiones en las posiciones espectrales.

Para corregir las desviaciones ocasionadas por los retardos en la adquisicién, se
propuso una estrategia de calibracién del instrumento, utilizdndose las lineas de ab-
sorcién del vapor de agua. Se utilizaron los datos tabulados para las bandas de vapor
de agua que se encuentran en la base de datos HITRAN (Rothman et al., 2013) como refe-
rencia y se compararon con las bandas de vapor de agua obtenidas por EC-QCL-IR,
obteniéndose el factor de correccién o factor de calibracion.

A fin de superar los inconvenientes mencionados y obtener espectros de alta ca-
lidad que brinden informacion equivalente a la obtenida por técnicas infrarrojas de refe-
rencia, como FT-IR, se desarrollé una nueva estrategia quimiométrica para el proce-
samiento de senales EC-QCL-IR:

La primera etapa se basa en reducir el numero de datos correspon-
dientes a cada curva de transmision obtenidas usando interpolacion cubica

y una herramienta de suavizado Savitzy-Golay, con el objetivo de reducir el

ruido instrumental sin alterar el patron caracteristico de las estructuras fi-

nas o mode-hops.

Seguidamente, se utilizo el algoritmo COW para la correccion de las
diferencias entre mediciones consecutivas. La utilizacion de este algoritmo

es la clave elemental del procedimiento que permite corregir la desalinea-

cion de las fluctuaciones entre mediciones consecutivas antes de prome-

diarlas (COW 1), como asi también, la desalineacion presente entre las

curvas de transmision obtenidas para la solucion de referencia (1) y la
muestra (1) (COW 2), antes del calculo de absorbancia. Se utilizan las es-

tructuras finas inherentes del EC-QCL, mode-hops, corrigiéndose las im-

perfecciones por alineacion horizontal a través del eje de numero de onda

y por efecto elastico de las fluctuaciones. Para llevar a cabo la correccion

se requiere, principalmente, de 2 parametros: 1- longitud de segmento, r; y

2- grado de elasticidad, I. Aqui, r se mantuvo constante en un valor de 20,

correspondiéndose a un rango espectral de 0.45 cm™" y considerandose la

longitud media de los mode-hops, mientras que | se selecciond y optimizo
dentro de un rango de 2 a 5 puntos para cada muestra individualmente.

El filtrado de las curvas de transmision |, e | se realizé utilizando un
procedimiento basado en transformada rapida de Fourier (FFT: Fast Fou-

rier Transform) de paso corto con apodizacion Blackman-Harris de cuarto
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término. Cabe mencionar que se evaluaron diferentes metodologias de
suavizado y filtrado, por ejemplo, método de suavizado Savitzy-Golay, mé-
todo de suavizado de media movil, filtrado utilizando herramientas de wa-
velet y FFT, siendo esta ultima la seleccionada para el procedimiento final.
Por dltimo, el espectro de absorbancia IR se obtuvo calculando la
absorbancia correspondiente a cada numero de onda siguiendo la expre-

sion:

L. 3.4
Ay, = —logIOU‘

i

donde Ay es la absorbancia calculada a i numero de onda, l; € Iy

son las intensidades de transmision obtenida a i niumero de onda para la

muestra y la referencia, respectivamente.

En la Figura 3.29 se sintetiza la metodologia desarrollada en este trabajo para el
procesamiento de las senales obtenidas por EC-QCL-IR. La Figura 3.30 muestra una
comparacion entre los espectros de absorbancia de la proteina a-CT calculados sin
procesamiento, con correccion por alineacion horizontal segun se reporta en la literatu-
ra y obtenido utilizando la metodologia de procesamiento desarrollada en este trabajo,
basada en el empleo del algoritmo COW.

Puede apreciarse claramente que la no correccion de las sefales introduce un
nivel de ruido considerable en el espectro de absorbancia. Asimismo, se puede obser-
var que la correccion por alineacion horizontal no resulta suficientemente eficiente para
la reduccion de ruido y que la estrategia de procesamiento aqui desarrollada es una
valiosa herramienta a utilizar para obtener sefiales EC-QCL-IR con niveles de ruido
altamente disminuidos. Queda asi demostrado que el adecuado uso de una estrategia
de procesamiento de senales es clave para la obtencién de espectros de alta calidad.

Finalmente, el uso de técnicas de filtrado y/o suavizado pudieron ser utilizadas
posterior al procedimiento desarrollado, sin riesgo de introducir deformaciones en los

espectros de absorbancia resultantes.
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Figura 3.29. Metodologia de andlisis desarrollada para el tratamiento de sefales obtenidas por EC-QCL-IR
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Figura 3.30. Espectros de absorbancia IR obtenidos por EC-QCL-IR sin procesamiento (azul), con correccién por
alineacion horizontal (celeste) y utilizando la metodologia de procesamiento basada en COW (rojo) para una solucién
de 5.0 mg mL™" de a-CT en PBS pH 7.0
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Analisis comparativo entre FT-IR y EC-QCL-IR. Al momento
de comparar dos instrumentos de similares caracteristicas, ademas de los paradmetros
instrumentales, es importante tener el cuanta el nivel de ruido instrumental introducido.
Una estrategia simple para cuantificar el ruido generado por los espectrofotometros IR
es calculando el error cuadrado medio (RMS: Root Mean Square) de las lineas 100 %
de agua, registradas en idénticas condiciones. Estas lineas se obtienen calculandose
la absorbancia resultante de dos espectros de transmision subsecuentes de una mis-
ma solucién. En situaciones ideales, el resultado se corresponde a una linea plana de
absorbancia 0 en todo el rango espectral evaluado (Brandstetter et al,, 2012). Sin embargo,
en condiciones reales, estas lineas no son planas y presentan intensidades que osci-
lan en valores cercanos a cero, siendo el valor RMS un dato representativo para su
evaluacion.

El valor RMS de las lineas 100 % obtenidas utilizando celdas con pasos épticos
de 38 um y 8 um para EC-QCL-IR y FT-IR, respectivamente, fueron 0.05 mA.U. para
FT-IR y 0.37 mA.U. para EC-QCL-IR. Considerandose que el paso 6ptico para EC-
QCL-IR es 4 veces mayor al utilizado para FT-IR, es de esperarse que el valor de ab-
sorbancia de una misma solucion muestra se aproxime a una relacion similar. Sin em-
bargo, la SNR obtenida para los 2 espectrofotdmetros resulté en el mismo orden de
magnitud para una misma solucién proteica conteniendo 20.0 mgmL™" de o-CT:
SNRer g ~820 y SNRec.ociir ~550. En consecuencia, para evaluar correctamente el
nivel de ruido instrumental es necesario considerar todos los factores involucrados en
la medicién.

Por un lado, el nivel de ruido introducido por las fuentes termales de baja inten-
sidad de los espectrofotémetros FT-IR es, generalmente, considerada despreciable.
En cambio, las fuentes laser de alta intensidad contribuyen significativamente al ruido
global de las mediciones, particularmente cuando son operados en modo de pulso. Por
otro lado, es importante tener en cuenta que la capacidad de deteccion especifica (D)
de los detectores MCT operados con LN, (~ =200 °C), utilizados en los espectrofoté-
metros FT-IR, es aproximadamente 10 veces mayor a la del detector MCT operado
termoeléctricamente (—60 °C), utilizado en el espectrofotdmetro EC-QCL-IR. Finalmen-
te, un punto importante a ser considerado es el paso 6ptico utilizado para las medicio-
nes. Cuando suficiente energia luminica atraviesa la muestra y llega al detector, prin-
cipalmente al usar pasos Opticos cortos, el nivel de ruido instrumental se mantiene
practicamente invariable. Sin embargo, al aumentar el paso éptico por encima de un

valor al que practicamente toda la intensidad de luz emitida por la fuente es absorbida
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por la muestra, el ruido en las mediciones comienza a aumentar desproporcionada-
mente, por ejemplo, el valor de RMSgr. g obtenido para agua utilizando una celda de
38 um resulté igual a 99.94 mA.U.. En consecuencia, el aumento en el paso éptico
resulta exclusivo para los disefios instrumentales basados en EC-QCL-IR que, si bien
se obtienen valores de SNR comparables a los espectrofotdmetros FT-IR, lleva consi-
go un importante incremento de la robustez instrumental de los sistemas de analisis.

Para demostrar la calidad de los espectros IR obtenidos con EC-QCL-IR se re-
gistraron espectros por FT-IR, que se utilizaron luego como referencia, debido a que
esta dltima es una técnica bien establecida para el analisis estructural de proteinas.
Para este estudio, se seleccionaron adecuadamente 5 proteinas que presentan dife-
rencias en su estructura secundaria y tienen espectros IR bien estudiados: 71-, 2- a-CT
y B-LG: proteinas compuestas mayoritariamente por estructuras de laminas (B; 3-, 4-
BSA y HEMO: proteinas compuestas predominantemente por estructuras de hélices a
(Barth, 2007; Murayama et al., 2004); Y 5- Lys: proteina que contiene hélices a y laminas 8 en
iguales proporciones (Dong et al., 2000; Oshokoya et al., 2014).

En la Figura 3.31 se muestran los espectros de las 5 proteinas seleccionadas
obtenidos por EC-QCL-IR, utilizando una celda de 38 um de paso éptico, y por FT-IR,

usando una celda de 8 um de paso 6ptico.
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Figura 3.31. (Arriba) Espectros de absorbancia IR obtenidos por EC-QCL-IR de 5 soluciones proteicas conteniendo
10.0 mg mL™ (linea continua azul), 5.0 mg mL™ (linea de rayas y puntos azul) y 2.5 mg mL™ (linea de puntos azul) y
(abajo) obtenidos por FT-IR (linea continua roja) para soluciones proteicas conteniendo 20.0 mg mL™". Las lineas de
punto grises remarcan la congruencia entre las formas espectrales de los espectros obtenidos con los diferentes
instrumentos

Puede observarse que la posicion de las bandas de absorcion de los espectros
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obtenidos por EC-QCL-IR se corresponde con la de los espectros obtenidos con el
método convencional, FT-IR. Adicionalmente, a fin de cuantificar la congruencia entre
los espectros, se evalué el grado de solapamiento espectral (s12) entre los espectros
obtenidos por FT-IR (s4) y los obtenidos por EC-QCL-IR (s,), utilizando la ecuacion
3.1. Este andlisis arroj6 valores de 0.99569, 0.99668, 0.99959, 0.99853 y 0.99783 para
BSA, Hemo, a-CT, BLG y Lys, respectivamente, permitiendo inferir que los espectros
adquiridos con el instrumento ensamblado en el laboratorio contienen informacién
equivalente a los obtenidos por el método de referencia.

Para una evaluacion mas detallada y profunda, se calcularon y compararon los
espectros de absorbancia derivados, como se muestran en la Figura 3.32. Esta meto-
dologia es comunmente empleada en el analisis IR para la resolucién de bandas sola-

padas en regiones espectrales complejas (Yang et al., 2015).
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Figura 3.32. (Arriba) Espectros de segunda derivada invertidos obtenidos por EC-QCL-IR (lineas azules) y (abajo) FT-
IR (lineas rojas) para las diferentes soluciones proteicas. Las lineas de punto grises remarcan la congruencia entre las
formas espectrales de los espectros obtenidos con los diferentes instrumentos

La evaluacion del grado de solapamiento espectral (sy,) entre los espectros de
segunda derivada obtenidos por FT-IR (s1) y los obtenidos por EC-QCL-IR (s.) arroj6o
valores mayores a 0.9670, en todos los casos. Estas cifras resultaron altamente satis-
factorias considerandose el aumento de sensibilidad en la diferenciacion de bandas
espectrales ocasionado por el uso de segundas derivadas. Asi, se demostré que utili-
zando la metodologia de procesamiento desarrollada para el analisis de sefnales EC-
QCL-IR se pueden obtener espectros de alta calidad, conteniendo informacion equiva-

lente a la obtenida por FT-IR.
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Desnaturalizacion quimica de a-CT con monitoreo EC-
QCL-IR. Con el propésito de evaluar la capacidad del instrumento EC-QCL-IR para
realizar andlisis dependientes del tiempo, como asi también de la metodologia de pro-
cesamiento desarrollada para el tratamiento de los datos, se utilizd un modelo cinético
de desnaturalizaciéon quimica que consisti6 en monitorear el cambio dinamico de la
estructura secundaria de la proteina a-CT en distintas condiciones desnaturalizantes.
El cambio estructural analizado consiste en la transicion de las estructuras hélices a
inducidas por TFE, hacia la formacién de agregados intermoleculares con estructuras
de laminas B (B-agregacién). Se evaluaron 2 condiciones experimentales diferentes,
cambios de pH del medio y concentracion proteica, analizandose las velocidades ini-
ciales de la reaccién de B-agregacion.

En primer lugar, se registraron espectros EC-QCL-IR de a-CT en condiciones
nativas no desnaturalizantes y, posteriormente, se monitore6 el efecto desnaturalizan-
te ocasionado por la exposicién de la proteina a TFE. El espectro de la a-CT nativa
presenta un maximo de banda espectral amida | ubicado a 1638 cm™, la que es carac-
teristica para los componentes de baja y alta frecuencia en estructuras secundarias de
laminas B (Dong et al.,, 1990). Ante la exposiciéon a 50 % TFE en agua, se produce un cam-
bio en el maximo de la banda amida | hacia una posicion ubicada a 1654 cm™, valor
representativo de las estructuras proteicas helicoidales a (Dong et al., 1990). Este fend-
meno observado concuerda con lo descrito en trabajos reportados en referencia a la
generacién de estructuras secundarias helicoidales a ante la exposicién a TFE de pro-
teinas nativas compuestas mayoritariamente por estructuras de laminas B (Dong et al,
1998; Jasanoff et al, 1994). La transicion inducida por el alcohol desde la estructura secunda-
ria B nativa hacia la estructura helicoidal a inducida se lleva a cabo en un periodo de
tiempo en el rango de milisegqundos (Lu et al, 1997), dificultdndose el monitoreo por EC-
QCL-IR de la transicién, debido a que la obtencion de cada espectro IR demanda un
tiempo no menor a 1.5 s. Las estructuras helicoidales a inducidas por TFE de protei-
nas ricas en lamina B en su configuracién nativa, como a-CT, no son estables (Dong et
al, 1998) y dependen de la proporcion de TFE presente en el medio. Consecuentemen-
te, las estructuras de hélices a inducidas, al no ser estables, comienzan a plegarse
formando una nueva conformacion rica en laminas .

En la Figura 3.33 se muestra el cambio gradual de los espectros IR de la protei-
na a-CT desde una conformacion de hélices a inducidas hacia una de laminas B, luego
de la exposiciéon a TFE, en el rango de tiempo de entre 2 min y 240 min y el espectro

IR de la proteina nativa en condiciones no desnaturalizantes.
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Figura 3.33. Espectros de absorbancia IR obtenidos por EC-QCL-IR para una solucién conteniendo 20.0 mg mL™" de a-
CT en TFEPBS (50:50) pH 7.0 a 25 °C. Los espectros se registraron en un periodo de tiempo comprendido entre 2 min
y 240 min. Las lineas azules muestran los espectros de a-CT conformada mayoritariamente por hélices a inducidas,
mientras que las lineas rojas muestran los espectros de la proteina luego de la formacién gradual de ldaminas 8
intermoleculares. El espectro correspondiente a a-CT nativa se muestra en linea de puntos negra. A la derecha se
indica la transicion conformacional dependiente del tiempo de reaccion en escala de colores

Es notable la diferencia que se observa entre los espectros correspondientes a
la proteina nativa y a la proteina en condiciones desnaturalizantes, mostrandose un
importante cambio en la posicién del maximo de banda desde ~1640cm™ a
~1654 cm™, lo que indica la formacién de estructuras a inducidas por TFE. A medida
que transcurre la reaccion, la intensidad de la banda ubicada a 1654 cm™, correspon-
diente a la estructura de hélices a inducidas, disminuye mientras que aparecen 2 ban-
das ubicadas a 1623 cm™ y 1697 cm™. Este incremento de las bandas espectrales es
atribuido, generalmente, a los agregados de estructuras laminas B anti-paralelas (Filosa
et al., 2001; Murayama et al., 2004).

Experimentalmente se comprobd, ademas, que las proteinas que presentan es-
tructura secundaria nativa predominantemente con configuracion helicoidal a, por
ejemplo, BSA o HEMO, no revelan cabios espectrales en el periodo de tiempo evalua-
do en idénticas condiciones, lo que indicaria la no formacién de laminas B intermolecu-

lar en virtud de la alta estabilidad de la conformacién de las hélices a inducidas.

Modelado de datos por MCR-ALS. El analisis quimiométrico se realiz6

aplicando descomposicion bilineal de los datos cinéticos con MCR-ALS en su version
extendida, aprovechando la capacidad de obtener perfiles fisicamente interpretables

de los componentes involucrados en el sistema de analisis. Para el analisis con MCR-
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ALS se utilizaron los espectros no filtrados, es decir, los espectros de absorbancia
obtenidos posterior a la etapa COW 2, evitando la etapa de filtrado por FFT, debido a
que la presencia de vapor agua y el ruido residual, principalmente en niveles bajos de
concentracion proteica, introducen desviaciones en los espectros que, si bien no son
visiblemente significativos, dificultarian la correcta resolucién del problema. Ademas,
para favorecer el modelado quimiométrico, se aplic6 un método de correccién de linea
de base multidimensional basado en el método de cuadrados minimos asimétricos
propuesto por Eilers (Eilers, 2005).

Se realizaron 2 andlisis independientes con el objetivo de evaluar los efectos
ocasionados sobre la velocidad de agregacidon ante diferentes condiciones experimen-
tales. Por un lado, se obtuvieron 7 matrices de datos correspondientes al estudio del
efecto del pH con las que se construy6 la matriz aumentada en columnas Dgu. Por otro
lado, las matrices de datos obtenidas para el analisis del efecto de concentracion pro-
teica se agruparon construyéndose la matriz D¢o,, también aumentada en columnas.
Posteriormente, la descomposicidn bilineal se llevo a cabo para cada para cada matriz
extendida, individualmente.

El nimero de componentes presentes en el sistema se determindé mediante SVD
y la obtencién de las estimaciones iniciales de los perfiles temporales para la inicializa-
cién de MCR-ALS se realiz6 utilizando una metodologia basada en SIMPLISMA (windig
et al, 1991). En la etapa de la optimizacién iterativa por ALS de la descomposicion bili-
neal se aplicaron las restricciones de unimodalidad en modo temporal y no-negatividad
en modo espectral y temporal. Asi, se obtuvieron los perfiles temporales (C) y espec-
trales (S) conteniendo la evolucion estructural a—f dependiente del tiempo, a cada
valor de pH o nivel de concentracidn, y los perfiles espectrales correspondientes a las
distintas conformaciones de la proteina, respectivamente. Es importante destacar que,
debido a la falta de informacion relacionada a la cinética, no fue posible obtener a prio-
ri los parametros cinéticos relacionados a la reaccion quimica involucrada y, en conse-
cuencia, no se pudieron utilizar herramientas quimiométricas de modelado rigido, las
que son sugeridas en la literatura para el estudio de sistemas cinéticos (Bezemer et al,

2001; de Juan et al., 2000; Sanchez-Ponce et al., 2005).

Efecto del pH sobre la velocidad de agregacion. Se evalué el efecto del

pH del medio sobre la formacion de laminas B intermoleculares inducidas por TFE para
una solucién conteniendo 20.0 mg mL™" de a-CT en un rango de pH de entre 5.8 y 8.2.

En primer lugar, se realiz6 una inspeccion visual de los cambios fisicos de las solucio-
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nes en todas las condiciones experimentales estudiadas, no observandose fenémenos
de precipitacién y/o gelacién de la proteina, como tampoco incremento en la turbidez
de la solucion, en un periodo de hasta 24 h posteriores al inicio de la reaccién. Esta
observacion sugiere que los efectos mostrados para las condiciones experimentales
difieren de los efectos de agregacién para fibrillas amiloideas (Khodarahmi et al., 2009; Pallares
et al., 2004; Rezaei-Ghaleh et al,, 2007). LOS resultados coinciden, ademas, con trabajos recien-
tes que demuestran que a altas concentraciones de TFE (> 50 %) la proteina se en-
cuentra en un estado no-nativo deficiente de agregacion y no es propensa a la forma-
cion de fibrillas tipo amiloideas (Rezaei-Ghaleh et al., 2008; Rezaei-Ghaleh et al., 2007).

Los perfiles temporales y espectrales obtenidos por MCR-ALS para la matriz Dyy

se muestran en la Figura 3.34.
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Figura 3.34. Perfiles temporales relativos (A) y espectrales (B) obtenidos por MCR-ALS del monitoreo de la reaccién
de B-agregacion de 20.0 mg mL™" de a-CT en TFEPBS pH 8.2, mostrandose la evolucién y los perfiles espectrales de
las estructuras secundarias correspondientes a laminas B (rojo) y hélices a (azul). En gris se muestra el perfil obtenido
para el ruido instrumental. Los perfiles temporales obtenidos para las laminas B a los diferentes valores de pH
analizados (C) se muestran en escala de colores de verde a rojo para valores desde pH de 5.8 a 8.2, respectivamente
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Se puede apreciar, claramente, la fuerte dependencia que presenta la formacién
de laminas B con el valor de pH del medio (Figura 3.34.C), mostrandose que a pH ele-
vados se presenta la mayor tendencia a la formacion de agregados. Es importante
remarcar, ademas, que para valores altos de pH, la reaccién parece concluir dentro de
las 4 h, mientras que la agregacién a bajos valores de pH no parece ser completada
dentro del periodo de tiempo observado.

El comportamiento de la reaccion de B-agregacion en dependencia con el pH se
evalu6 cuantitativamente a partir de la velocidad de agregacion inicial (v), la que se
consider6 como la pendiente obtenida del ajuste lineal de la concentraciéon de laminas
B respecto al tiempo de los primeros 4 tiempos registrados. En la Figura 3.35 se ob-
serva el cambio ocurrido en la v, en dependencia a los valores de pH del medio, mos-
trandose una progresién sigmoidea con valores bajos a pH &cidos y valores altos a pH

alcalinos, alcanzandose el punto de transicion a un valor de pH cercano a 7.0.
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Figura 3.35. Efecto del pH del medio sobre la velocidad inicial v, de la reaccién de agregacién de 20.0 mg mL™" de a-
CT en TFEPBS. El valor de v, se calculé utilizando los perfiles temporales obtenidos por MCR-ALS

En general, las proteinas en soluciones acuosas presentan baja solubilidad a va-
lores de pH cercanos a su punto isoeléctrico (p/). En las condiciones experimentales
aqui evaluadas, la proteina presenta grupos cargados positiva y negativamente, lo que
genera una distribucion anisotrépica de cargas sobre su superficie, dando origen a
posibles dipolos. En consecuencia, las interacciones proteina—proteina, o intermolecu-

lares, se encuentran altamente favorecidas, traduciéndose en procesos de agregacion
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energéticamente favorables (Chi et al, 2003; Wang et al,, 2010). ES posible, ademas, que el
efecto electroestatico desestabilizante de la conformacion proteica a valores de pH
cercanos al pl se intensifique por la adicion de TFE. Este fendmeno se refleja en el
incremento de la v, de la formacion de laminas B a valores de pH > 7.0 (ply.cT= 8.4),
resultando comparable a los resultados reportados para la formacion de fibrillas ami-
loideas a concentraciones de TFE intermedias (Rezaei-Ghaleh et al, 2007). ES importante
mencionar que experimentalmente no se observaron agregados B en condiciones no
desnaturalizantes dentro del rango de pH evaluado, es decir, en ausencia de TFE.
Finalmente, se evalu6 la reproducibilidad del sistema monitoreando la formacion
de laminas B de una solucién de 20.0 mg mL™" de a-CT a pH 7.0, por triplicado. Estas
condiciones se seleccionaron debido a que el punto de inflexién correspondiente a la
curva de v, respecto a pH se encuentra cercano a este valor, esperandose, en conse-
cuencia, la maxima variabilidad del sistema. El coeficiente de variacién de la v, obteni-
do result6 igual a 4.2 %, certificandose la excelente precisiéon del método para el moni-

toreo de agregacion proteica utilizando EC-QCL-IR.

Efecto de la concentracion proteica sobre la velocidad de agrega-

Cion. Se monitored la formacion de laminas B para el rango de niveles de concentra-
cién proteica comprendido entre 5.0 mgmL™ y 60.0 mgmL™" en 50 % TFEPBS a
pH 6.6. Previamente, se observo que en concentraciones menores a 5.0 mg mL™' de
proteina se produce un efecto de gelacion con consecuente precipitacion en un perio-
do menor a 10 s, posterior a la disolucion con 50 % TFEPBS. En consecuencia, se
seleccionaron aquellas concentraciones que no mostraron precipitacion o formacion
visible de agregados dentro de las 4 h posteriores a la disolucién.

Se estudio la evolucion temporal del contenido de laminas B a diferentes concen-
traciones de proteina utilizando MCR-ALS y evaluandose la v, en dependencia al valor
de concentracién. Los perfiles temporales y espectrales obtenidos por MCR-ALS se
muestran en la Figura 3.36. En la Figura 3.36.C es posible notar la dependencia que
presenta la formacién de ldaminas B intermoleculares con la concentracién de proteina.

Para el estudio de la dependencia de la v, con la concentracion proteica, fue ne-
cesario realizar dos analisis separadamente: 1- considerandose valores de v, absolu-
tos; y 2- considerandose valores de v, relativos a la concentracion. La Figura 3.37
muestra el comportamiento de la v, con respecto a la concentracién de a-CT en térmi-

nos absolutos (Figura 3.37.A) y relativos a la concentracion (Figura 3.37.B).
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Figura 3.36. Perfiles temporales relativos (A) y espectrales (B) obtenidos por MCR-ALS del monitoreo de la reaccién
de B-agregacion de 60.0 mg mL™" de a-CT en TFEPBS pH 6.6, mostrandose la evolucion y el perfil espectral de las
estructuras secundarias correspondientes a laminas B (rojo) y hélices a (azul). En gris se muestra el perfil obtenido

para el ruido instrumental. Los perfiles temporales obtenidos para las ldminas B en los diferentes niveles de
concentracién proteica (C) se muestran en escala de colores desde verde a rojo para valores de concentracién desde
5.0 mgmL™" a60.0 mg mL™, respectivamente

A partir del andlisis de valores de v, absolutos, calculadas con la abundancia ab-
soluta obtenida de MCR-ALS, los resultados sugieren que a bajas concentraciones de
proteina la velocidad de agregacién es independiente de la concentracién. Sin embar-
go, se observé que la v, relativa presenta valores considerablemente elevados a nive-
les bajos de concentracién proteica, lo que explicaria las observaciones evidenciadas
a concentraciones menores a 5.0 mg mL™": gelacién y precipitacién inmediatamente
después a la disolucion. Por otro lado, el cambio caracteristico del comportamiento de
v, para concentraciones mayores a 20.0 mg mL™" indicaria que este valor de concen-
tracion representa la concentracién critica de la reaccién en estudio, comportamiento

que también ha sido demostrado para la agregacion de numerosas proteinas en con-
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diciones desnaturalizantes (Dong et al., 1998; Wang et al., 2010). Generalmente, el incremento
en la formaciéon de agregados a altos niveles de concentracion proteica se debe, en
parte, a la mayor probabilidad de asociaciones proteina-proteina, es decir, al mayor

ndmero de interacciones inter-moleculares.
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Figura 3.37. Velocidad inicial absoluta v, (A) y relativa vy s (B) de la reaccién de B-agregacién para diferentes niveles
de concentracién de a-CT en TFEPBS pH 6.6, calculadas a partir de los perfiles temporales obtenidos de MCR-ALS

Anélisis espectral del proceso de B-agregacion. Mediante el analisis por

MCR-ALS se pudieron identificar 3 componentes principales: 2 involucrados en el pro-
ceso de agregacion y 1 referido al ruido instrumental residual del procesamiento de
senales basado en COW. Es posible notar que los perfiles espectrales obtenidos pre-
sentan los maximos de banda y la forma caracteristica de los componentes asociados
a las distintas conformaciones estructurales de la proteina. Uno de los componentes
muestra un méaximo de banda a 1654 cm™, asignado a las estructuras secundarias
proteicas helicoidales a (Barth, 2007), cuyo decaimiento a lo largo del tiempo (Figura
3.34.A y Figura 3.36.A) concuerda con el decaimiento del contenido de hélices a du-
rante la B-agregacion. El segundo componente involucrado en el proceso de agrega-
cién muestra una banda pronunciada a 1621 cm™ con una banda méas débil a
1695 cm™, tipicas de los patrones espectrales asociados a laminas B anti-paralelas
intermoleculares (Chirgadze et al., 1976; Yang et al,, 2015); ademas, se observa una banda se-
cundaria ubicada a 1685 cm™, la que puede ser asociada a conformaciones de giros B

(vang et al, 2015). El componente restante, referido al ruido instrumental, no presenta nin-

3.122



guna forma caracteristica en los perfiles obtenidos, como tampoco ningun cambio re-
presentativo en su intensidad a lo largo del tiempo.

Los resultados espectrales obtenidos por el andlisis de MCR-ALS para los dos
estudios realizados independientemente, pH y concentracion proteica, demuestran la
robustez de la descomposicién bilineal para sistemas de los que no se tiene informa-

cién preliminar.

CONCLUSION

Por primera vez, se utiliz6 un instrumento para mediciones de transmision IR
usando un laser EC-QCL como fuente luminica para el analisis de estructuras secun-
darias de proteinas en solucién acuosa. Ademas, se desarroll6 una rutina de proce-
samiento de sefnales que resultd crucial para la disminucién de las variaciones inhe-
rentes de los espectros de transmision obtenidos con EC-QCL-IR. La utilizacién de
una nueva tecnologia laser combinada a un correcto procesamiento de los datos per-
miti6 evaluar caracteristicas espectrales de proteinas con distintas estructuras secun-
darias en medio acuoso en concentraciones tan bajas como 2.5 mg mL™". La evalua-
cibn matematica del solapamiento espectral y la comparacién de los espectros deriva-
dos confirman la excelente comparabilidad entre las mediciones EC-QCL-IR de trans-
mision con los espectros de proteina adquiridos por FT-IR convencional de transmi-
sion. Asimismo, se demostré la validez de la ley de Lambert-Beer para un rango de
concentracién proteica de entre 1.0 mg mL™" y 20.0 mg mL™".

El alto poder éptico de la fuente de luz laser permitié realizar mediciones de
transmisién IR de proteinas utilizando pasos épticos mayores (< 38 um) a los utilizados
en espectrofotometros FT-IR convencionales (~ 8 um). El aumento en la longitud del
paso Optico accesible abre un amplio rango de nuevas posibilidades experimentales
para mediciones IR en una regién espectral que ha sido limitada debido a la gran ab-
sorbancia del agua, cuando esta es utilizada como solvente. Esto significa un gran
paso para las investigaciones de proteinas por IR en medio acuoso, las que han sido
llevadas a cabo mayoritariamente en medio deuterado acomparnadas de complicados
procedimientos de preparacion de muestras y ambigledades respecto a su ambiente
no-nativo.

Ademas, se monitoreo la formacién gradual de agregados de laminas $ en a-CT

posterior a la induccion de estructuras de hélices a no-nativas por exposicion a TFE,
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para distintos valores de pH y en distintos niveles de concentracién proteica. Se com-
probé que la v, de la B—agregacién aumenta cuando el pH del medio se acerca al valor
correspondiente al pl de la proteina, debido, en parte, a las grandes interacciones
electroestaticas atractivas inter-moleculares presentes. Se demostr6é la dependencia
de la velocidad de B—agregacion con la concentracién proteica, obteniéndose un valor
de concentracion peptidica critica igual a 20.0 mg mL ™. Los resultados obtenidos su-
gieren que el TFE maximiza los puentes de hidrégenos intermoleculares y reduce los
puentes hidrégenos formados entre las moléculas de proteinas y el agua circundante,
induciéndose conformaciones proteicas compactas. La formacién gradual de agrega-
dos de laminas B desde estructuras helicoidales a inducidas por TFE concuerda con
estudios anteriores que demuestran que las estructuras de hélices a representan un
estado cinéticamente favorecido, mientras que las laminas B constituyen al estado
preferiblemente termodindmico de la a-CT (Dong et al., 1998).

Por otro lado, los resultados espectrales obtenidos por MCR-ALS de los experi-
mentos dependientes de pH y concentracion proteica muestran un alto grado de simili-
tud, demostrandose la alta calidad de los espectros IR obtenidos por EC-QCL-IR y la
potencialidad del instrumento para el monitoreo de reacciones cinéticas a condiciones
experimentales limites, como baja concentracidén proteica o en reacciones que mues-

tran una elevada velocidad de reaccién.
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3. 5. MONITOREO Y ANALISIS ESTRUCTURAL DE CAMBIOS
CONFORMACIONALES INDUCIDOS POR TEMPERATURA DE UN
HOMO-POLIPEPTIDO MEDIANTE DICROISMO CIRCULAR, FT-
IR Y EC-QCL-IR CON RESOLUCION QUIMIOMETRICA DE
DATOS

External cavity-quantum cascade laser infrared spectroscopy for secondary structure anal-
ysis of proteins at low concentration — Schwaighofer A. & Alcaraz M.R., et al., Sci Rep,
2016, 6, 33556-33566

Application of MCR-ALS to reveal intermediate conformations in the thermally induced a-8
transition of poly-L-lysine monitored by FT-IR spectroscopy— Alcaraz, et al., Enviado para
revision y posterior publicacion a Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Bio-
molecular Spectroscopy

CONSIDERACIONES GENERALES

El analisis estructural de biomoléculas es de gran importancia en la biologia y la
bioquimica, principalmente, para la caracterizacion de las propiedades de plegamiento
de proteinas y polipéptidos, como también para el monitoreo de los cambios dinamicos
ocurridos ante perturbacién. Los métodos analiticos usados para la investigacién de
estructuras secundarias de biomoléculas incluyen cristalografia por rayos X (XRC: X-
Ray Crystallography), resonancia magnética nuclear (NMR: Nuclear Magnetic Reno-
nance), espectroscopia de dicroismo circular (CD: Circular Dichroism), espectroscopia
Raman y espectroscopia infrarroja acoplada a transformada de Fourier (FT-IR) (Kelly et
al., 2005; Pelton et al., 2000; Yang et al., 2015). Si bien NMR y XRC son capaces de proveer infor-
macién estructural a niveles atomicos de resolucion, NMR se encuentra restringida al
estudio de biomoléculas relativamente pequefias (< 40 kDa) en altos niveles de con-
centracion y XRC requiere de cristales proteicos de alta pureza, que no siempre es
posible obtener, particularmente, cuando se analizan proteinas integrales de membra-
Nna (Moraes et al., 2014).

Por el contrario, la espectroscopia de CD, Raman o FT-IR son consideradas téc-

nicas de baja resolucion que proveen informacién estructural general de las macromo-
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léculas. Sin embargo, estas técnicas son rutinariamente utilizadas para la determina-
cion de estructuras secundarias de proteinas y para el monitoreo de cambios dinami-
cos en las estructuras proteicas, debido a que no requieren de preparaciones comple-
jas de muestra y demandan tiempos de analisis relativamente cortos. Debido a sus
respectivas caracteristicas, la espectroscopia IR provee estimaciones dependientes de
laminas B anti-paralelas, mientras que la espectroscopia de CD brinda predicciones
mas precisas acerca de las estructuras de hélices a (Pribic et al., 1993). Considerandose la
informacién complementaria que proveen estas técnicas, su aplicacion conjunta lleva-
ria consigo la obtencion de resultados mas confiables (Baginska et al., 2008; Czarnik-Matusewicz
et al., 2006).

La espectroscopia de CD es una técnica basada en las diferencias en la absor-
cion de luz circularmente polarizada hacia la izquierda y hacia la derecha al interaccio-
nar con compuestos épticamente activos, es decir, con especimenes quirales que no
presenten plano de simetria (Parson, 2015a; b). En proteinas, el croméforo més relevante
es el grupo amida del enlace peptidico que presenta absorbancia en la regiéon UV leja-
na del espectro electromagnético. El enlace peptidico, si bien, debido a su caracter
parcial de doble enlace, no es épticamente activo por si mismo, su entorno quiral hace
que sea posible su deteccion por CD. Adicionalmente, en virtud de que las transiciones
electrdnicas del enlace peptidico presentan una fuerte dependencia de las posiciones
relativas y las orientaciones del grupo peptidico, los espectros CD proveen informacién
sensible acerca de la estructura secundaria de proteinas y polipéptidos (Greenfield, 2007a;
b). De las 5 transiciones electrénicas posibles del grupo peptidico, la transicion m—1*
presenta la mayor energia y fuerza de dipolo eléctrico, visualizandose como una ban-
da positiva a 190 nm del espectro CD, mientras que la transicién n—1*, de muy baja
energia, se identifica como una banda negativa centrada a 210 nm. Las transiciones
n—T1* no presentan fuerzas de dipolo eléctrico, pero pueden ganar fuerza dipolar a
través de las interacciones con los excitones de las transiciones T—1* de los residuos
cercanos, provocando la aparicién de bandas negativas a longitudes de onda diferen-
tes. Asi, las distintas configuraciones estructurales adoptadas por las proteinas o los
polipéptidos presentan bandas caracteristicas en la regiéon UV lejano permitiendo su
identificacion a partir de los espectros CD, por ejemplo, un modelo simple de hélices a
se caracteriza por presentar un espectro CD con 2 bandas negativas ubicadas a
205 nm y 220 nm, mientras que para un modelo de laminas B se obtienen espectros
con una unica banda negativa centrada en 215 nm (Greenfield, 2007b; Parson, 2015a).

Por otro lado, las mediciones de transmisién IR son empleadas con frecuencia
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para estudios estructurales de biomoléculas en solucion. Para proteinas, las bandas
de absorcién méas prominentes observadas en el espectro IR son las bandas amida
causadas por las vibraciones del grupo peptidico, siendo la banda amida | y amida Il
las utilizadas comunmente para el analisis de estructuras secundarias en proteinas y
péptidos (Barth, 2007; Oberg et al., 2004). Para las mediciones de proteinas en solucién acuo-
sa, la fuerte absorbancia de la banda correspondiente a la torsién del enlace HOH del
agua, ubicada a 1645 cm™, se solapa con la banda amida | de las proteinas. Para su-
perar este inconveniente se utilizan, alternativamente, soluciones deuteradas como
solvente, donde la banda correspondiente a la torsion del enlace DOD se localiza a
~1200 cm™, creandose una regién con absorbancia relativamente baja debida al sol-
vente en la regién espectral de entre 1500 cm™ y 1800 cm™.

En soluciones deuteradas, la banda amida Il, originada predominantemente por
las vibraciones ocasionadas por estiramientos del grupo N-H, se centra en 1550 cm™,
mientras que en soluciones acuosas se encuentra en 1450 cm™, denominandose, en
consecuencia, banda amida II'. Por otro lado, en virtud de que la banda amida | es
compuesta mayoritariamente por vibraciones de los grupos C=0, el corrimiento espec-
tral observado en soluciones deuteradas es relativamente pequefio comparado con la
banda amida Il (entre 5cm™ y 10 cm™) (Dong et al., 1995; Fabian et al., 2006).

La a-poli-L-lisina (PLL) es un homo-polipéptido ampliamente utilizado como sus-
tancia modelo para las investigaciones de estructura secundaria. Es una biomolécula
que puede adoptar diferentes conformaciones estructurales dependiendo de un amplio
rango de condiciones fisicas y quimicas. En la literatura se pueden encontrar investi-
gaciones realizadas utilizando FT-IR acerca de los cambios estructurales inducidos por
perturbaciones externas, por ejemplo, valor de pH (Dzwolak et al.,, 2005), presion (Carrier et al.,
1990) Y temperatura (Dzwolak et al, 2004; Szyc et al, 2008). Adicionalmente, se ha demostrado
que su estado conformacional depende de la longitud de la cadena peptidica (Dzwolak et
al., 2004), la concentracién peptidica (vu et al., 1973) y €l grado de hidratacién, principalmen-
te, cuando se encuentra en forma de pelicula fina (Ramer et al, 2015). Se observd que en
solucién acuosa a valores de pH mayores a su pK, (pK,; = 10.5) y a presion atmosféri-
ca, las cadenas laterales de lisina se encuentran desprotonoadas y la PLL adopta una
conformacién de hélices a que, ante el incremento de la temperatura, se transforma
gradualmente hacia una conformacién de laminas B (Dzwolak et al., 2004; Szyc et al., 2008).

En este trabajo, se realiz6 un andlisis conformacional de proteinas en medio
deuterado utilizando la metodologia EC-QCL-IR desarrollada en el capitulo anterior, a

fin de evaluar la capacidad del instrumento para realizar mediciones de transmision IR
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en medio deuterado. Adicionalmente, se utiliz6 espectroscopia de CD, FT-IR y EC-
QCL-IR para evaluar la dependencia de la temperatura de transiciéon del cambio con-
formacional a—f inducido del homo-polipéptido PLL con la concentracién en un am-
plio rango de concentraciones. Finalmente, se realiz6 un andlisis en detalle de los da-
tos obtenidos por espectroscopia de CD y FT-IR para el monitoreo del cambio confor-
macional inducido por temperatura de PLL utilizando MCR-ALS como herramienta

quimiométrica.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. El fosfato de sodio tribasico anhidro (NasPO.,, tech) fue adqui-
rido de Alfa-Aesar (Karlsruhe, Alemania). El 6xido de deuterio (D0, 99.9 atom % D), la
solucién de cloruro de deuterio 35 % en D,O (DCI, 99 atom % D), el deuteréxido de
sodio 30 % en D,O (NaOD, 99 atom % D), los liofilizados de albumina de clara de
huevo de gallina (OVA), concanavalina A de Canavalia ensiformis (Jack bean) tipo IV
(ConA), albumina de suero bobino (BSA, = 98.0%) e hidrobromuro de a-poli-L-lisina
(PLL, PM: 15000—-30000 Da por viscosidad) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Stein-

heim, Alemania) y usados sin tratamiento previo.

Soluciones de trabajo. Se prepararon 2 soluciones reguladoras deu-
terada de fosfatos (PBSD) de concentracién formal igual a 0.050 molL™ vy
0.010 mol L™, disolviendo cantidades apropiadas de NasPO, anhidro en D,O y ajus-
tando el pH (correspondiente a pD = pH + 0.4 (Glasoe et al., 1960)) al valor correspondiente
con DCIl o NaOD.

Las soluciones madres de proteina se prepararon diariamente por disolucién de
10.0 mg del polvo liofilizado directamente en 1.0 mL de PBSD 0.050 mol L™' pD 7.0
para BSAy OVA y pD 6.2 para ConA. Se prepar6 un set de 4 soluciones diluidas para
cada proteina individualmente transfiriendo la alicuota apropiada de la solucién madre
y completandose el volumen a 1.0 mL con la respectiva solucion PBSD. Para las me-
diciones por espectroscopia EC-QCL-IR se prepararon soluciones en un rango de
concentraciones de entre 0.25 mg mL™" y 2.00 mg mL™" y para las mediciones por es-
pectroscopia FT-IR se prepararon soluciones a una concentracion de 5.00 mg mL™".

Las soluciones madres de PLL se prepararon diariamente por disolucién de
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10.0 mg de PLL liofilizada directamente en 1.0 mL de solucion PBSD pD 12.4. Se pre-
par6 1 set de soluciones diluidas de PLL transfiriendo el volumen adecuado de la solu-
cion madre de PLL y completandose el volumen de 1.0 mL con solucion PBSD
pD 12.4, controlandose y ajustandose el pD de cada solucién preparada, en caso de
ser necesario. Para las mediciones por espectroscopia de CD, se prepard 1 set de
soluciones en un rango de concentracion de PLL comprendido entre 0.25 mgmL™ y
1.50 mg mL™" en solucién PBSD 0.010 mol L™ pD 12.4. Para estas mediciones se utili-
z6 la PBSD de menor concentracion formal debido a que los iones fosfatos muestran
alta absorcién CD a longitudes de onda menores a 210 nm (Kelly et al., 2005). Experimen-
tos preliminares demostraron que la concentracion de la solucién reguladora no tiene
efecto sobre la temperatura de transicién del homo-polipéptido. Para las mediciones
por espectroscopia EC-QCL-IR se prepard 1 set de soluciones de PLL en concentra-
ciones finales de entre 0.25 mg mL™" y 6.00 mg mL™" en solucién PBSD 0.050 mol L™".
Para las mediciones por FT-IR, se prepararon soluciones de PLL en un rango de con-
centraciones comprendido entre 5.00 mgmL™ y 18.00 mg mL™" en solucion PBSD
0.050 mol L™" pD 12.4. En todos los casos, la solucién PBSD correspondiente se regis-

tré como referencia.

Instrumentacidon y procedimiento. Todas las soluciones se pre-
pararon dentro de una caja de guantes de polietileno para preparacion bajo corriente
continua de N, seco.

Las mediciones de pD se realizaron utilizando un potenciometro pH 330i 410A
(Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim, Alemania) equipado con
un micro-electrodo de vidrio combinado Sentix® MicD (Wissenschaftlich-Technische

Werkstatten GmbH, Weilheim, Alemania), acoplado a un sensor de temperatura.

Mediciones por espectroscopia EC-QCL-IR. Las mediciones espectros-

cépicas de absorcion laser infrarroja (EC-QCL-IR) se llevaron a cabo utilizando un dis-
positivo ensamblado en el laboratorio comprendido por un EC-QCL (Daylight Solutions
Inc., San Diego, Estados Unidos) termoeléctricamente enfriado, operando a una velo-
cidad de repeticién de 100 kHz y un ancho de pulso de 500 ns, y un detector MCT con
enfriamiento termoeléctrico (—60 °C, D*= 4 x 10°cm Hz’° W™ a 9.2 um). Para el pro-
cesamiento de la senal detectada se us6 un integrador de dos canales y para la digita-
lizacion de la sefal se us6 un controlador analdgico-digital (ADC) NI DAQ 9239 de 24

bits (National Instruments Corp., Austin, EE.UU). Para el control del dispositivo se utili-
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z6 un controlador desarrollado en el laboratorio soportado en LabView GUI 11.0 (Na-
tional Instruments Corp., Austin, EE.UU) con estructura servidor-cliente. Se utilizé una
celda de flujo construida en el laboratorio, equipada con dos ventanas de CaF, y un
espaciador de PTFE de 478 um de espesor. Para reducir la influencia del vapor de
agua, se aisloé el instrumento en una caja de polietileno con flujo constante de aire se-
Co.

Para los espectros de proteinas (BSA, OVA y ConA) se registraron 100 medicio-
nes de transmisién consecutivas a una temperatura constante de 25 °C.

Para el analisis de cambio conformacional en PLL inducido por temperatura se
registré un total de 20 mediciones de transmision consecutivas (tiempo total de adqui-
sicién = 100 s) a cada nivel de temperatura, en un rango de temperatura comprendido
entre 20 °C y 50 °C (AT =2 °C). La celda de medicion se estabilizd6 durante 240 s a
cada valor de temperatura previo a cada medicion. A fin de minimizar el ruido espectral
resultante de las imperfecciones mecanicas de la fuente de luz EC-QCL, se utilizé la
rutina de procesamiento de datos basada en COW, explicada en el apartado Proce-

samiento de senales obtenidas por EC-QCL-IR de la seccion 3.4.

Mediciones por espectroscopia FT-IR. Las mediciones espectroscopicas

de absorcion infrarroja acoplada a transformada de Fourier (FT-IR) se realizaron utili-
zando un espectrofotémetro FT-IR Bruker 80v (Ettlingen, Alemania), equipado con un
detector MCT operado con LN, (D* =4 x 10" cm Hz** W™ a 9.2 um). Se utilizd6 una
celda de flujo construida en el laboratorio, equipada con dos ventanas de CaF,, un
separador de PTFE de 53 um de espesor y control de temperatura. El espectrofotome-
tro se purg6 con aire seco para disminuir el contenido de vapor de agua atmosférico.
Los espectros se registraron en modo de adquisicion de datos en doble canal en la
regién espectral comprendida entre 400 cm™ y 4000 cm™ con una resolucién espectral
de 2 cm™; para su conversion se us6 una funcion de apodizacion Blackman-Harris de
tercer término, con un factor de sensibilidad cero igual a 4. Para el control del instru-
mento y registro de datos se utilizé el programa informatico OPUS 7.2 (Bruker, Ettli-
gen, Alemania).

Las mediciones de las proteinas BSA, OVA y ConA se llevaron a cabo a tempe-
ratura constante de 25° C, promediandose un total de 64 mediciones consecutivas por
espectro.

Para el andlisis de cambio estructural de PLL inducido por temperatura, se pro-

medi6 un total de 450 mediciones de transmisién consecutivas (tiempo de adquisicion:
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100 s) a cada nivel de temperatura, en un rango de temperaturas de entre 20 °C y
50 °C (AT =2 °C). Los espectros se registraron 240 s posteriores al cambio de tempe-
ratura, a fin de estabilizar la celda de medicién, respetandose, asi, la velocidad de ca-
lentamiento aplicada para las mediciones EC-QCL-IR. En caso de ser necesario, se
substrajeron las bandas de absorcion del vapor de agua atmosférico.

Para el andlisis por MCR-ALS se registraron espectros IR por espectroscopia
FT-IR en la region espectral comprendida entre 1710 cm™ y 1395 cm™ en el rango de
temperatura de entre 10 °C y 70 °C, cada 2 °C. De esta manera, se obtuvieron matri-
ces de datos temperatura-espectro IR (TelR: Temperature-InfraRed spectra) que con-

sistieron en 32 x 749 datos en la dimensidon temporal y espectral, respectivamente.

Mediciones por espectroscopia de CD. El andlisis de cambios conforma-

cionales de PLL inducidos por temperatura se realiz6 por espectroscopia de dicroismo
circular (CD) en la regién UV lejano, utilizando un espectropolarimetro Chirascan-plus
CD (Applied Photophysics Ltd., Leatherhead, Surrey, Reino Unido) equipado con una
unidad Peltier de control de temperatura (TC125; Quantum Northwest Inc., Liberty La-
ke, WA, Estados Unidos) y una cubeta de cuarzo de 1 mm de paso éptico. Se registra-
ron los espectros cada 1.0 nm en el rango espectral comprendido entre 190.0 nm y
290.0 nm (tiempo de adquisicién total = 100 s), con un velocidad de adquisicion de
1 nms™, en un rango de temperatura de entre 20 °C y 50 °C (AT =2 °C). Se respet6
un tiempo de estabilizacion de 240 s para cada paso de temperatura, considerandose
la velocidad de calentamiento utilizada para las mediciones FT-IR y EC-QCL-IR. De
esta manera, se obtuvieron matrices de datos temperatura-espectro CD (TeCD: Tem-
perature-Circular Dichroism spectra) que consistieron en 19 x 100 datos en la dimen-
sion temporal y espectral, respectivamente, que luego se analizaron por MCR-ALS.

El control del instrumento y la adquisicion de datos se realizaron utilizando el
programa informatico Pro-Data Chirascan-plus (Applied Photophysics Ltd., Leather-

head, Surrey, Reino Unido).

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. Para el procesamiento de las sefiales obtenidas por EC-QCL-IR se utilizé la
rutina de procesamiento basada en el algoritmo de correccidén de deformaciones COW,
segun se explico en el apartado Procesamiento de senales obtenidas por EC-QCL-
IR de la seccién 3.4. Los algoritmos necesarios para operar MCR-ALS se encuentran

asequibles en internet accediendo a la pagina web http://www.mcrals.info/. El proce-
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samiento de datos y el analisis quimiométrico con MCR-ALS se realiz6 en MatLab 7.10
(MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos).

RESULTADOS

Procesamiento de senales EC-QCL-IR. Debido a que los perfi-
les espectrales obtenidos para D,O difieren a los obtenidos para agua ultrapura, fue
necesario realizar un control de la rutina de procesamiento desarrollada haciendo un
estudio comparativo con una técnica de referencia, como FT-IR. Es de destacar que el
perfil espectral de D,O difiere del espectro obtenido para el agua ultrapura haciéndose
necesaria la evaluacién en detalle de todos los parametros utilizados para el procesa-
miento de las sefales obtenidas. En la Figura 3.38 se muestran los espectros de

transmision EC-QCL-IR de dos mediciones consecutivas de D,O.
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Figura 3.38. Curvas de transmisién consecutivas obtenidas por EC-QCL-IR para D;O. En el recuadro se amplifica la
region espectral comprendida entre 1655 cm™ y 1650 cm™, mostrandose las fluctuaciones presentes entre las
estructuras finas de 2 lineas de transmisién consecutivas

A diferencia de las mediciones en agua, la etapa crucial para la obtencion de los
espectros en DO, ademas de la correspondiente a COW, fue la sustraccion de la li-
nea de base. Se observd que diferentes lineas de base en las lineas de transmisién

llevan consigo distorsiones en la forma del espectro de absorbancia resultante, princi-
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palmente en las regiones donde se obtienen valores minimos de transmitancia
(< 1600 cm™). Para evaluar la capacidad del instrumento EC-QCL para realizar medi-
ciones en medios distintos de agua, como D,O, y de la rutina de procesamiento de
datos desarrollada, se analizaron los espectros de 3 proteinas con estructura secunda-
ria diferentes por espectroscopia EC-QCL-IR y FT-IR, en idénticas condiciones. Se
seleccionaron proteinas modelos que exhiben diferencias en sus estructuras secunda-
rias y, por consiguiente, que muestran diferentes patrones espectrales: 1- OVA: pro-
teina que contiene hélices a y laminas B en iguales proporciones (Dong et al., 2000; Oshokoya
et al, 2014); 2- ConA: proteina conformada mayoritariamente por laminas B; y 3- BSA:
proteina compuesta predominantemente por estructuras de hélices a (Barth, 2007; Muraya-
ma et al., 2004). En la Figura 3.39 se muestran los espectros de absorbancia IR de OVA,
ConA y BSA en D,O usando EC-QCL-IR y FT-IR.
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Figura 3.39. (Arriba) Espectros de absorbancia IR obtenidos por EC-QCL-IR de soluciones proteicas conteniendo
0.25 mg mL™" (linea de puntos azul), 0.50 mg mL™" (linea de rayas y puntos azul), 1.00 mg mL™" (linea de rayas azul) y
2.50 mg mL™ (linea continua azul) y (abajo) obtenidos por FT-IR (linea continua roja) para soluciones proteicas
conteniendo 5.00 mg mL™". Las lineas de punto grises remarcan la congruencia entre las formas espectrales de los
espectros obtenidos con los diferentes instrumentos

En todos los casos, se pudieron identificar caracteristicas espectrales de las es-
tructuras secundarias correspondientes a cada proteina en concentraciones proteicas

tan bajas como 0.25 mg mL™". Para cuantificar el grado de concordancia entre espec-
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tros se calcul6 el grado de solapamiento espectral (s;2) entre los espectros de FT-IR
(s4) y EC-QCL-IR (s,) utilizando la ecuacién 3.1. Los valores sy, obtenidos resultaron
mayores a 0.9930, quedandose demostrado que los espectros adquiridos por EC-

QCL-IR contienen informacién equivalente a los espectros registrados por FT-IR.

Transicion conformacional a—f de PLL inducida por
temperatura. A presiéon atmosférica, bajas temperaturas (> 25 °C) y pH menores a
9.0, la repulsion entre cargas de los grupos lisina de PLL, que se encuentran protona-
dos, inhibe la formacién de estructuras ordenadas, como hélices a o laminas B, favo-
reciéndose la estructura polipeptidica de configuracién desordenada (Carrier et al., 1990).
Por el contrario, a valores de pH superiores a su pK, (pK, = 10.5), la cadena lateral de
lisina se desprotona y el péptido adopta la conformacién ordenada de hélices a a bajas
temperaturas. En idénticas condiciones, ante un incremento de temperatura (> 30°C),
las estructuras helicoidales a de PLL comienzan a desordenarse hasta adoptar una
conformacion ordenada de laminas B (Dzwolak et al., 2004; Dzwolak et al., 2005; Grigsby et al., 2002;
Szyc et al, 2008). Adicionalmente, se ha demostrado que la velocidad de formacién de
laminas B inducidas por calentamiento aumenta con el incremento de pH y el aumento
de la concentracion peptidica (Davidson et al., 1967).

En este trabajo se emplearon tres técnicas analiticas diferentes, CD, EC-QCL-IR
y FT-IR, para evaluar la dependencia de la transicién a—f de PLL con la concentra-
ciébn en un rango amplio de concentraciones, comprendido entre 0.25mg mL™" y
10.00 mg mL™". Para analizar el comportamiento de la transicion estructural de PLL
ante el incremento de temperatura en todo rango de concentraciones se requirieron 3
técnicas espectroscopicas diferentes: 1- dicroismo circular (CD) para evaluar el rango
comprendido entre 0.25 mg mL™" y 2.00 mg mL™"; 2- EC-QCL-IR para evaluar el rango
comprendido entre 0.25mgmL™" y 6.00 mgmL™"; y 3- FT-IR para evaluar el rango
comprendido entre 5.00 mg mL™" y 10.00 mg mL™". De esta manera, no solo se cubrié
un rango amplio de concentraciones, sino también se pudo evaluar la congruencia de
los resultados obtenidos mediante diferentes técnicas espectroscépicas.

La Figura 3.40 muestra los espectros de CD obtenidos para la transicion confor-
macional inducida por temperatura de una solucion de PLL a pD 12.4. A bajas tempe-
raturas, la sefial CD muestra dos picos con elipticidad ([6]) negativa centrados a
208 nm y 222 nm, representativos para macromoléculas con estructura secundarias de

hélices a. Ante el incremento de la temperatura, se observa una pérdida de [6] negati-
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va de los espectros a las longitudes de onda mencionadas, mostrandose, a altas tem-
peraturas, espectros de CD con una sola banda negativa centrada en 215 nmy con la
forma espectral caracteristica para las estructuras laminares B (Greenfield, 2007b). La evo-
lucién del cambio conformacional inducido por temperatura del homo-polipéptido se
evalu6 mediante el cambio de [6] a 222 nm, longitud de onda que es particularmente
sensible a los cambios en la estructura secundaria (kelly et al., 2005). Los puntos obtenidos
del grafico de [6] respecto a la temperatura se ajustaron a una funcién sigmoidea de
Boltzmann, estimandose el punto de inflexién, que es considerado como la temperatu-

ra de transicion a—f (recuadro de la Figura 3.40) del homo-polipéptido.
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Figura 3.40. Espectros CD obtenidos en el rango UV lejano para una solucién de 0.25 mg mL™" de PLL en PBSD
pD 12.4, registrados en el rango de temperaturas de entre 20 °C y 50 °C, cada 2 °C. A la derecha se indica en escala
de colores la transicion conformacional a (azul)—p (rojo) inducida por temperatura En el recuadro se muestra la
progresion de la elipticidad registrada a 222 nm en dependencia de la temperatura. La linea de puntos muestra la curva
sigmoidea ajustada usando una funcion de Boltzmann.

En la Figura 3.41 se muestran los espectros IR obtenidos para la transicién a—f
de PLL inducida por temperatura adquiridos por EC-QCL-IR. El espectro registrado a
20 °C muestra una maximo de banda a 1635 cm™, caracteristico para las estructuras
helicoidales a adoptadas por PLL en D,O (Dzwolak et al, 2005). En comparacién con las
bandas de absorcién tipicas obtenidas para proteinas globulares con configuracién de
hélices a (aproximadamente a 1652 cm™ en D,0), como por ejemplo BSA, la posicion
espectral de la conformacién helicoidal a de PLL se encuentra desplazada hacia nu-
meros de onda menores. Este cambio en el méximo de banda ha sido explicado me-

diante el acoplamiento intra- e inter-molecular no perturbado causado por el alto grado

3.135



de regularidad de las estructuras helicoidales de un homo-polipéptido (Jackson et al., 1989).
Adicionalmente, la posicion real de la banda de absorcién IR de PLL depende de la
longitud de la cadena peptidica (Dzwolak et al., 2004; Jackson et al., 1989).

Ante el aumento de la temperatura se observa que la banda atribuida a la confi-
guracién de hélices a decrece al mismo tiempo que aparecen 2 bandas posicionadas a
1611 cm™ y 1681 cm™'. Este patron espectral emergente que contiene bandas espec-
trales de alta y baja frecuencia ha sido atribuido a conformaciones de laminas B anti-
paralelas adoptadas por PLL en D,O (Carrier et al., 1990; Dzwolak et al., 2005; Zhang et al., 2011).
Este mismo comportamiento se observd para las mediciones por FT-IR de soluciones

con alta concentracién de PLL.
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Figura 3.41. Espectos IR obtenidos para una solucién conteniendo 0.50 mg mL™" de PLL en PBSD pD 12.4, registrados
en funcién de la temperatura por espectroscopia EC-QCL-IR. A la derecha se indica en escala de colores la transicién
conformacional a (azul)—p (rojo) inducida por temperatura

Finalmente, con el objetivo de analizar el progreso de la transicién conformacio-
nal a distintas temperaturas en diferentes niveles de concentracion, se evalué la ab-
sorbancia de la banda espectral de baja frecuencia, localizada a 1611 cm™, corres-
pondiente a la conformacién de laminas B. Es importante mencionar que, debido a que
la velocidad de calentamiento afecta la transicién a—f en funcién de la temperatura
(Dzwolak et al., 2005), Se respetd la misma velocidad de calentamiento en todas las medi-
ciones. Los puntos obtenidos del gréafico de absorbancia respecto a la temperatura se

ajustaron a una funcién sigmoidea de Boltzmann, cuyo punto de inflexién representa la
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temperatura de transicién a—f del homo-polipéptido. La Figura 3.42 muestra las cur-
vas de transicién obtenidas por espectroscopia EC-QCL-IR y FT-IR para diferentes
concentraciones de PLL respecto a la temperatura. Se puede observar que las tempe-
raturas de transicion mayores corresponden a los menores niveles de concentracidon
peptidica, indicandose la baja propensién a la formacion de laminas 8 ante el aumento

de la temperatura para bajas concentraciones de homo-polipéptido.
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Figura 3.42. Progresion del cambio de absorbancia IR relativa obtenida por evaluacién de la altura de la banda
localizada a 1611 cm™ para distintos niveles de concentracién. Para soluciones conteniendo 0.50 mg mL™ (circulos
anaranjados) y 3.00 mg mL™ (circulos verde oscuros) se analizaron los espectros obtenidos por EC-QCL-IR, mientras
que para las soluciones conteniendo 6.50 mg mL™" (circulos verde claros) y 9.00 mg mL™" (circulos celestes) se

utilizaron los espectros obtenidos por FT-IR. Las lineas de puntos representan la curva sigmoidea ajustada a una
funcion de Boltzmann

Finalmente, se analizd el comportamiento de la temperatura de transicion a—f
con respecto a la concentracién de PLL en todo el rango de concentraciones, evaluan-
dose los datos obtenidos por las 3 técnicas utilizadas. En la Figura 3.43 se muestran
las temperaturas de transicién a—f obtenidas por CD, EC-QCL-IR y FT-IR para cada
nivel de concentracién evaluado. EI comportamiento observado asegura la consisten-
cia de los resultados obtenidos utilizando técnicas espectroscopicas diferentes y revela
la dependencia de la temperatura de transicion a—f con la concentracion peptidica,
mostrandose un decaimiento exponencial en funcién de la concentracion de homo-
péptido. Esta dependencia de la temperatura de transiciéon con la concentracion tam-
bién ha sido demostrada en numerosos sistemas proteicos reportados anteriormente

(Qi et al., 1995; Santiago et al.,, 2010; Shi et al., 2013), Si bien para PLL, hasta el momento, no se han
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reportado investigaciones en una forma sistematica en tan amplio rango de concentra-

ciones.
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Figura 3.43. Temperaturas de transicion correspondondientes al cambio conformacional a—f inducido por temperatura
determinados por espectrocopia CD (circulos celestes), EC-QCL-IR (triangulos azules) y FT-IR (cuadrados rojos). Las
bandas coloreadas representan la regién de concentracién cubierta por CD (celeste), EC-QCL-IR (azul) y FT-IR (rojo)

Asi, con el sistema modelo propuesto, queda demostrada la necesidad de desa-
rrollar técnicas experimentales que permitan el estudio conformacional de proteinas en
bajos niveles de concentracion, pero que, ademas, permitan el andlisis en un amplio
rango de concentraciones, a fin de asegurar la comparabilidad de los resultados obte-
nidos por diferentes técnicas y reducir ambigledades o imprecisiones en su interpreta-

cién.

Modelado de datos por MCR-ALS. En primer lugar se planteé la
posibilidad de utilizar un modelado de datos conjunto por MCR-ALS para un mismo
experimento monitoreado mediante diferentes técnicas espectroscépicas, es decir,
utilizar MCR-ALS en su version extendida, construyendo matrices aumentadas en filas,
segun se reporta en la literatura para el analisis de intermediaros proteicos (Navea et al.,
2002; Navea et al.,, 2006). Sin embargo, no fue posible llevar a cabo este modelado debido a
incompatibilidades encontradas en los resultados obtenidos por las diferentes técnicas.
Por un lado, la dependencia de la transicién conformacional con la concentracién de-

manda obtener experimentos por IR y CD al mismo nivel de concentracién, lo cual no
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resulté posible para FT-IR debido a la baja sensibilidad de la técnica. Si bien mediante
EC-QCL-IR es posible llegar a niveles de concentracién tan bajos como los necesarios
para CD, los espectros IR obtenidos a altas temperaturas indican que la configuracion
laminar B presenta dos perfiles espectrales diferentes, a diferencia de CD que sélo
necesita un componente para explicar la misma configuracion estructural. Por lo tanto,
un modelado conjunto entre CD e IR no favoreceria al modelado quimiométrico, sino
que llevaria a obtener resultados erréneos. En consecuencia, se llevé a cabo el mode-
lado por MCR-ALS para datos de CD y FT-IR, individualmente. EI modelado de los
datos por MCR-ALS se realiz6 a fin de obtener los perfiles espectrales de los compo-
nentes estructurales puros involucrados en el proceso de transicion térmica para cada
técnica espectroscopica y poder combinar los resultados a fin de concluir correctamen-

te acerca de las configuraciones presentes en el proceso térmico.

Modelado de datos de CD. Dicroismo circular es una técnica espectroscopi-

ca que permite, al igual que IR, realizar analisis estructurales de macromoléculas a
partir de la evaluaciéon de los espectros. Adicionalmente, la obtencion de perfiles es-
pectrales por MCR-ALS permite obtener informacién relevante referida a los procesos
configuraciones que ocurren en la transicion a—f inducida por temperatura de PLL.

Para el modelado de los datos obtenidos de los experimentos de CD, se utilizé la
matriz de datos TeCD obtenida para una solucién conteniendo 0.25 mg mL™' de PLL a
pD 12.4 en el rango espectral de entre 200 nm y 260 nm. El nimero de componentes
espectroscopicamente activos se determind mediante SVD, indicando que fueron ne-
cesarios 3 factores para explicar la varianza del sistema. Para la resolucién por MCR-
ALS se utilizaron estimaciones iniciales obtenidas por EFA (Maeder et al., 2009). ES impor-
tante mencionar que para este tipo de datos no fue posible utilizar metodologias basa-
das en SIMPLISMA debido a que estos algoritmos no permiten el andlisis de datos que
presenten valores negativos (Bogomolov et al., 2005; Windig, 2009), cCOmo es el caso de los es-
pectros obtenidos por CD. Posteriormente, para la optimizacion iterativa por ALS se
aplicaron las restricciones de unimodalidad, no-negatividad y condicion de sistema
cerrado solo al modo correspondiente a la progresion conformacional en funcién de la
temperatura, no aplicandose restricciones al modo espectral. De la descomposicion
bilineal, se obtuvieron los perfiles espectrales y de progresion conformacional corres-
pondientes a las distintas estructuras secundarias adoptadas por el homo-polipéptido
en la transicién estructural a—f inducida por temperatura.

Los resultados obtenidos por MCR-ALS se muestran en la Figura 3.44, confir-
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mandose la existencia de 3 configuraciones estructurales principales adoptadas por el
homo-péptido durante la transicion a—f inducida por temperatura. El perfil de progre-
sibn conformacional muestra la evolucion de las distintas estructuras secundarias

adoptadas por PLL en el proceso térmico.

030 T T ' 100 ! ! ' 0.¥
A B e o,
®o'm, o
k . .'é
0.15 2 75l Y ]
~ ",' :O
© é :"
T 500 = A
=2 © Y
— 50 o y
— o
=, G ¢
-0.15 c i
6
-0.30 | _eovEe el
) ) ) 0k N P it
200 215 230 245 260 20 28 36 44 52
Long. de onda / nm Temp./°C

Figura 3.44. Perfiles espectrales (A) y de progresién conformacional dependientes de la temperatura (B)
correspondientes a la estructura secundaria de helices a (azul), laminas B (rojo) y estructuras desordenadas (verde)

A bajas temperaturas, la conformacion adoptada exhibe bandas caracteristicas
de péptidos o proteinas con configuracién predominantemente compuesta por hélices
a, demostrada a través de las bandas negativas localizadas a 208 nm y 222 nm (Czarnik-
Matusewicz et al., 2006; Greenfield, 2007a; b). A medida que la temperatura aumenta por encima
de los 30 °C se presenta una nueva configuracion estructural que muestra una banda
negativa a aproximadamente 215 nm, que puede ser asociada, principalmente, a es-
tructuras secundarias ricas en laminas  (Greenfield, 2007b), evolucionando hasta el final
del experimento, siendo la estructura predominante a temperaturas por encima de
44 °C. Adicionalmente, es posible identificar un componente intermediario que evolu-
ciona positivamente hasta alcanzar un valor maximo a aproximadamente 40 °C y que
luego decrece hasta alcanzar un valor minimo al final del experimento. Este compo-
nente, que muestra elipticidad positiva a 220 nm, puede ser asociado a conformacio-
nes extendidas, estructuras aleatorias o desordenadas (Czamik-Matusewicz et al., 2006;
Greenfield, 2007b). Estas observaciones explicarian que el re-arreglo del péptido desde

una estructura helicoidal a hacia una laminar B no es de forma directa, sino que se
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produce a través de un estado intermediario de configuracién extendida, el que facilita-
ria la transicién estructural por minimizacion energética (Czarik-Matusewicz et al., 2006). Cabe
mencionar que experimentos realizados para distintas concentraciones de PLL en un
rango de temperatura de hasta 90 °C arrojaron idénticos resultados a los explicados
anteriormente, demostrandose que el comportamiento mostrado por PLL por CD ante
el aumento de temperatura solo depende de la concentracién y no de la temperatura

alcanzada al final del experimento.

Modelado de datos de FT-IR. Con el objetivo de proveer mayor informacion

al sistema y considerando que FT-IR permite registrar también cambios espectrales
ocasionados por el incremento de la temperatura en la region correspondiente a la
banda amida II’, el andlisis por MCR-ALS se realizé utilizando los datos obtenidos en
la region espectral de la banda amida I’ y amida II'. En la Figura 3.45 se muestran los
espectros registrados en la region correspondiente a la banda amida I’ y amida II’ para

el cambio estructural de PLL inducido por temperatura.

028}
< 0.21
- (@]
-~ 2
© s
Q 2
c 0.14 g
Q Q.
5 5
2
£ 007}

0.00

1475 1400
1

1700 1625 1550

Numero de onda/cm®

Figura 3.45. Espectos IR obtenidos para una solucién conteniendo 18.00 mg mL™" de PLL en PBSD pD 12.4
registrados en funcién de la temperatura por espectroscopia FT-IR, mostrandose la banda amida I’y amida II'. A la
derecha se indica en escala de colores la transicién conformacional a (azul)—f (rojo) inducida por temperatura

Se observd que el incremento de la temperatura por encima de la temperatura
de transicidn tiene un efecto notable sobre la formacién de nuevas configuraciones de
laminas B. Por lo tanto, teniendo en cuenta que al aumentar la concentracion de PLL la

temperatura de transicion disminuye, se modelaron los datos obtenidos para una alta
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concentracién de PLL, 18.00 mg mL™". Adicionalmente, a fin de obtener la mayor con-
tribucién de las diferentes configuraciones estructurales presentes a temperaturas me-
nores y mayores a la temperatura de transicion (< 35 °C, para concentraciones mayo-
res a 10.00 mg mL™") se evalué el rango de temperaturas comprendido entre 10 °C y
70 °C.

Previamente a la descomposicion bilineal, se determin6é el nimero de compo-
nentes espectroscopicamente activos utilizando SVD, necesitdndose 4 componentes
para explicar la varianza del sistema. Para la inicializacion de MCR-ALS se utilizaron
estimaciones iniciales espectrales obtenidas por una metodologia basada en
SIMPLISMA (windig et al, 1991). El analisis quimiométrico se realiz6 mediante MCR-ALS
aplicandose restricciones asociadas a la naturaleza del sistema en estudio, es decir,
unimodalidad, no-negatividad y condicién de sistema cerrado en el modo correspon-
diente a la progresion de la concentracion en funcion de la temperatura y no-
negatividad al modo espectral. La evolucion de las estructuras secundarias de PLL
ante el incremento de temperatura y los perfiles espectrales asociados a dichas estruc-
turas, ambos obtenidos de la descomposicion bilineal, se muestran en la Figura 3.46.

Al inicio de la etapa de calentamiento, la conformacién adoptada por el péptido
exhibe una banda amida I’ asimétrica con un maximo en 1635 cm™ y una banda amida
I’ que muestra una estructura con 2 maximos bien definidos (1461 cm™ y 1439 cm™),
correspondiéndose a una configuracién secundaria de hélices a para polipéptidos en
DoO (DeFlores et al., 2009; Jackson et al, 1989). EI maximo de intensidad de la banda amida I’
encontrada para PLL con configuracién de hélice a (1635 cm™) se encuentra ubicada
a frecuencias menores a los correspondientes para proteinas globulares, sugiriendo la
presencia de estructuras helicoidales atipicas, como por ejemplo, hélices tipo 319 0
hélices a; (Jackson et al., 1989). Ante el incremento de temperatura, el surgimiento de una
banda amida I’ ubicada a 1645 cm™', acompafiada de un hombro localizado a
~1665 cm™ y una pérdida de estructura de la banda amida II’, sugiere que PLL adopta
una configuracion aleatoria que permite la transicién desde una estructura ordenada
de hélices a hacia una estructura ordenada de laminas B (DeFlores et al., 2009). Cuando la
temperatura supera los 30 °C, la conformacién predominante del homo-polipéptido
presenta una banda amida I’ dividida en modos de alta (1610 cm™) y baja (1680 cm™)
intensidad representativos de laminas B (Jackson et al., 1989; Yang et al,, 2015), mientras que la
banda amida II’, que presenta un maximo a 1450 cm™', también muestra una drastica

modificacion ante el cambio estructural del homo-polipéptido.
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Figura 3.46. Perfiles espectrales (A) y de progresion conformacional dependiente de la temperatura (B)
correspondientes a la estructura secundaria de helices a (azul), estructuras desordenadas (verde), laminas 1 (marron)
y laminas B2 (rojo)

Estas observaciones muestran una alta concordancia con los resultados obteni-
dos por CD, si bien se muestran variaciones en las temperaturas a las que se produ-
cen los cambios estructurales, lo que es de esperarse considerando la dependencia de
la temperatura de transicion con la concentracion de PLL. Sin embargo, la mayor dife-
rencia encontrada entre CD y FT-IR es la aparicion de una nueva estructura de lami-
nas B a altas temperaturas que es visualizada en los espectros IR. A temperaturas
superiores a los 40 °C se observa un corrimiento de los maximos de intensidad de la
banda amida I’ hacia numero de ondas mayores, siendo la banda de mayor intensidad

la mas afectada. La banda amida II’, ademas de mostrar un decaimiento de la sefnal,
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sufre un corrimiento del maximo de intensidad hacia numero de ondas menores, mos-
trando un hombro bien definido a 1480 cm™. Estos cambios en las bandas amida I’ y
amida II’ no han sido estudiados hasta el momento, si bien un estudio realizado para
PLL utilizando espectroscopia Raman de resonancia ultravioleta (UVRR) demuestra la
presencia de intermediarios de laminas $ durante la transicion conformacional estimu-
lada por cambios en el contenido de agua de un film de PLL deshidratado (Miiler et al.,
1996). Se observd, ademas, que los corrimientos en los maximos de intensidad IR son
invariables en el tiempo y solo dependen de la temperatura.

Los corrimientos de las bandas correspondientes a las estructuras secundarias
de laminas B han sido, generalmente, atribuidos a re-arreglos de su organizacién in-
terna, es decir, desde una estructura menos densa a una estructura de laminas  mas
compacta (loannou et al., 2015; Polzi et al., 2012; Sarroukh et al., 2013). Adicionalmente, se ha com-
probado que ante el incremento de la temperatura, los puentes de hidrégeno del sol-
vente de las cadenas B son reemplazados por puentes de hidrégeno inter-cadena,
conllevando a la formacién de la estructuras de lamina B final (JiJi et al., 2006; Szyc et al.,
2008).

La transicién conformacional inducida térmicamente para PLL a valores elevados
de pH (> 10.5) involucra una conformacion intermediaria atribuida a estructuras de
hélices extendidas (Dzwolak et al., 2004; Szyc et al., 2008) O conformaciones aleatorias (Davidson et
al, 1967) que tienen lugar a temperaturas inferiores a 40 °C. Este comportamiento ha
sido también demostrado para los datos obtenidos por CD e indicarian que la transi-
cion a—B se lleva a cabo mediante pérdida de configuraciones ordenadas. En una
primera etapa, ante el aumento de la temperatura, se rompen los puentes hidrégenos
intra-moleculares que estabilizan la configuracién de hélices a adoptéandose irreversi-
blemente una estructura de configuracion extendida o aleatoria. Adicionalmente, el
aumento de la energia térmica facilita las interacciones hidrofébicas entre los grupos
lisina laterales estimulandose la formacién irreversible de Iaminas B (Dzwolak et al., 2005;
Immaneni et al., 1998). Este aumento de energia provee la entalpia positiva necesaria para
romper los puentes hidrogenos y favorecer a la asociacion de los residuos lisil que
forman la estructura de laminas B (Davidson et al, 1967). La gran intensidad de interaccio-
nes hidrofébicas presentes a elevadas temperaturas es la base principal del incremen-

to en la propensién de la formacién de ldaminas .
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CONCLUSION

Se desarrollé una metodologia analitica basada en mediciones de transmision IR
laser para investigaciones de estructuras secundarias de macromoléculas en solucio-
nes deuteradas. Para demostrar el potencial de la metodologia desarrollada, se moni-
torearon los cambios conformacionales en la estructura secundaria de un homo-
polipéptido en diferentes niveles de concentraciéon inducidos por temperatura.

Las mediciones EC-QCL-IR a muy bajas concentraciones acopladas a un correc-
to procesamiento de datos, permitieron la combinacion de multiples técnicas espec-
troscopicas, utilizadas, generalmente, para el analisis conformacional de macromolé-
culas en solucién. Esto representa una gran ventaja para la correcta interpretacion del
comportamiento de los sistemas biol6gicos, siendo particularmente representativa en
sistemas que muestran efectos dependientes de la concentracién, donde el estudio en
un amplio rango de concentraciones resulta de gran interés. Se analizaron los cambios
conformacionales de PLL inducidos por temperatura en un rango de concentraciones
amplio utilizando CD, EC-QCL-IR y FT-IR. Los resultados muestran gran concordancia
entre las técnicas usadas, revelandose la presencia de una dependencia entre la tem-
peratura de transicion a—f con la concentracion del homo-polipéptido.

Aprovechando la ventaja de MCR-ALS de obtener perfiles con interpretacion fisi-
ca, se realizd un analisis detallado de la transicién conformacional ocurrida en PLL
inducida por temperatura, brindando informacién acerca de las conformaciones estruc-
turales adoptadas por el péptido durante todo el proceso de calentamiento. El andlisis
previo del comportamiento del sistema evit6 realizar un modelado quimiométrico com-
binado que hubiese resultado incorrecto frente a la subestimacion de los efectos de la
concentracion del péptido sobre la temperatura de transicion. El analisis individual por
MCR-ALS de los experimentos de CD y FT-IR permiti6 identificar, fehacientemente, las
configuraciones principales adoptadas por el péptido en todo el proceso térmico. Asi-
mismo, la combinacion de FT-IR con MCR-ALS permiti6 resolver una nueva configura-
cidén estructural de laminas B presente en PLL a altas temperaturas, la que, hasta el
momento, no ha sido identificada o investigada en detalle.

Estos resultados muestran un gran avance para estudios que involucran mues-
tras conteniendo bajas concentraciones de macromoléculas, por ejemplo, fluidos bio-
l6gicos, o investigaciones conformacionales donde bajas concentraciones proteicas
son de gran relevancia, por ejemplo, estudios en vacunas o proteinas terapéuticas de

bajas solubilidad (Dong et al., 2006).
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3. 6. OBTENCION DE DATOS DE TERCER ORDEN
UTILIZANDO  CROMATOGRAFIA  LIQUIDA DE  ALTO
RENDIMIENTO ACOPLADA A DETECCION CON MATRICES
EXCITACION-EMISION DE FLUORESCENCIA. ANALISIS Y
RESOLUCION DE DATOS

Modelling four and three-way fast high-performance liquid chromatography with fluores-
cence detection data for quantitation of fluoroquinolones in water samples — Alcaraz, M.R.,
et al., Anal Chim Acta 2014, 809, 37-46

A new modelling strategy for third-order fast high-performance liquid chromatographic data
with fluorescence detection. Quantitation of fluoroquinolones in water samples — Alcaraz,
M.R., et al., Anal Bioanal Chem 2015, 407, 1999-2011

CONSIDERACIONES GENERALES

En los dltimos anos, se ha observado un notable aumento en el nimero de apli-
caciones quimiométricas en el area de la quimica analitica. La potencialidad demos-
trada por la combinacion de estas areas ha llevado consigo un incansable interés por
el desarrollo de nuevas metodologias analiticas, el desarrollo de algoritmos quimiomé-
tricos versatiles, pero o su vez eficientes para el analisis de datos, como también, del
interés por investigar las ventajas y bondades de los datos multidimensionales. En
trabajos publicados recientemente, se ha demostrado que el incremento en el numero
de dimensiones en los datos multi-via impacta positivamente en las propiedades anali-
ticas del método, traduciéndose en una mejora de las cifras de mérito, en virtud de,
principalmente, el aumento de sensibilidad y la mejora en la selectividad en un sistema
multi-componente (Bauza et al., 2012; Olivieri, 2014).

En lo que respecta a calibracion multivariada, los datos de primer y segundo or-
den han sido extensamente estudiados, siendo posible encontrar un sinnumero de
aplicaciones analiticas para la determinacion de una amplia variedad de compuestos
utilizando diferentes equipamientos o metodologias analiticas. Las aplicaciones basa-

das en cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a deteccién espectral de
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absorcion o de emisidn de fluorescencia con modelado de datos de segundo orden
han demostrado ser altamente eficientes para el analisis de muestras complejas en
presencia de multiples analitos, evitdndose etapas de pre-procesamiento o tratamiento
de muestras, aprovechandose y explotandose satisfactoriamente la ventaja de segun-
do orden (Mufioz de la Pefia et al., 2015; Olivieri et al., 2014b).

Por otro lado, si bien aun se contindan investigando las ventajas analiticas adi-
cionales a la ventaja de segundo orden, el andlisis de datos de orden superior para
aplicaciones analiticas constituye un campo que merece el esfuerzo de ser explorado.
Algunos autores plantean las posibles ventajas adicionales que se presentarian en la
calibracion multivariada de orden superior, que, a pesar de que no se ha logrado un
consenso en la comunidad cientifica, las consideran como ventaja de tercer orden (wu
et al., 2015). Estas propiedades se caracterizan por: 1- aumento de la sensibilidad y la
selectividad; 2- resolucion de problemas de co-linealidad; y 3- posibilidad de resolver
un problema complejo en un arreglo de datos correspondiente a una sola muestra, en
independencia a muestras adicionales.

Actualmente, y con el avance de la tecnologia en calidad de instrumentacién
analitica, se ha simplificado la obtencion de datos multidimensionales. Sin embargo, es
importante tener en cuenta las caracteristicas de los datos generados en dependencia
al instrumental utilizado. Bajo este punto de vista, la estrategia experimental seleccio-
nada para la generacion de los datos multidimensionales o datos multi-via podria tener
un efecto significativo en los resultados finales y, principalmente, sobre la resolucién
quimiométrica del problema.

En este capitulo se analizan 3 estrategias o0 metodologias analiticas utilizando di-
ferentes arreglos instrumentales para la generacion de datos de tercer orden, basados
en un procedimiento cromatografico acoplado a la deteccion de matrices de excitacion-
emision de fluorescencia. La primera metodologia propuesta, Metodologia |, se basa
en la recoleccién de fracciones al final del procedimiento cromatografico con posterior
deteccidén de matrices de excitacion-emision para cada fraccidon recolectada. Esta me-
todologia ha sido propuesta con anterioridad por Bro R. en 1997 en su trabajo de tesis
(Bro, 1997), la que solo ha sido desarrollada solo de manera teérica. La Metodologia Il se
propone siguiendo el procedimiento reportado por Lozano et al. (Lozano et al., 2013), regis-
trandose matrices tiempo de retencion-espectro de emision de fluorescencia para va-
rias inyecciones cromatograficas, utilizando longitudes de onda de excitacién diferente
para cada inyeccion de una misma muestra. Finalmente, se expone una estrategia

novedosa, Metodologia Ill, que permite el registro de matrices de excitacién-emisién
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de fluorescencia en linea al procedimiento cromatografico.

Se analizan y comparan las caracteristicas instrumentales, como también las ca-
racteristicas y propiedades matematicas de los datos generados. Adicionalmente, se
propone un método analitico modelo con modelado de datos con propdsitos cuantitati-

vos llevado a cabo con una de las metodologias propuestas.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Todos los estandares utilizados fueron de calidad grado anali-
tico. Las drogas soélidas de enoxacina (ENO) y ofloxacina (OFL) fueron provistas por
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Ciprofloxacina (CPF) y danofloxacina (DNF) fue-
ron adquiridas de Fluka (Buchs, Suiza) y marbofloxacina (MRF) fue obtenida de Mole-
kula (Gillingham, Reino Unido). El acetonitrilo (ACN) y el metanol (MeOH), ambos cali-
dad cromatografia liquida, fueron obtenidos de LiChrosolv (Merk Millipore Co.,
Darmstadt, Alemania). El acido acético glacial (HAc) fue adquirido de Merk (Damstadt,
Alemania) y el acetato de sodio trihidrato (NaAc) calidad p.a. fue provisto por Anedra
(La Plata, Argentina). El agua de laboratorio ultrapura fue obtenida por un sistema de

purificacion de agua Milli-Q MilliPore (Billerica, Estados Unidos).

Soluciones de trabajo. Se preparé una solucién madre de cada f-QUI
mediante disolucién de la cantidad apropiada de la droga sélida correspondiente en
metanol alcalinizado (pH ~9.0) obteniéndose una concentracion final de 200.0 ug mL™.
Para su conservacién, todas las soluciones se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz
por un periodo N0 mayor a 2 meses.

Para la determinacién cromatografica se prepard una solucion reguladora de
HAc/NaAc, disolviendo una cantidad apropiada de NaAc en agua ultrapura, ajustando
el pH a un valor de 4.0 con HAc glacial y completandose el volumen de 1000.0 mL con
agua ultrapura, lograndose una concentracion formal igual a 0.010 mol L™'. Previamen-
te a ser utilizada como fase movil cromatografica, la solucion se filtr6 a través de una
membrana de nylon con tamafno de poro de 0.45 um (Sartorius, Goettingen, Alema-

nia).

Muestras de calibracion y validacion. Para la evaluacién y ana-
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lisis de los datos generados utilizando las diferentes metodologias propuestas, se pre-
pararon distintas soluciones muestra transfiriéndose una alicuota apropiada de cada
solucion madre de f-QUI a matraces aforados de 5.0 mL y completandose el volumen
con agua ultrapura. Las soluciones se prepararon segun la metodologia a evaluar: 1-

Metodologia |I: solucién ternaria de analitos conteniendo 4.0 ug mL™" de OFL,

15.0 ug mL™" de CPF y 5.0 ug mL™" de DNF; 2- Metodologia ll: solucién binaria de ana-
litos conteniendo 15.0 ng mL™" de OFL y CPF; y 3- Metodologia lll: solucién conte-
niendo 7.0 ug mL™" de CPF.

Para el desarrollo del método analitico modelo se prepar6 1 set de calibracion

compuesto de 12 muestras estandares conteniendo OFL, CPF y DNF, utilizandose un
disefio central compuesto fraccionado con 1 réplica en el punto central. Las concentra-
ciones finales estuvieron comprendidas en el rango de entre 0.0pgmL™ y
100.0 pg mL™" para OFL, 0.0 pgmL™" y 150.0 ug mL™" para CPF y 0.0 pgmL™" y
25.0 ug mL™" para DNF. Se construyd, ademas, 1 set de validacién comprendido por
10 muestras estandares conteniendo OFL, CPF y DNF en niveles de concentracién
diferentes a los utilizados en la calibracion, si bien comprendidas en el mismo rango;
adicionalmente, se incorporaron MRF y ENO en todas las muestras de validacién, las
que se consideraron como componentes esperados no calibrados. Las soluciones de
calibracion y validacion se prepararon transfiriéndose alicuotas apropiadas de las so-
luciones madres correspondientes a cada analito a matraces aforados de 25.0 mL y
completandose el volumen con agua ultrapura.

Adicionalmente, se preparé un set de 6 muestras de agua de consumo fortifica-
das con cada f-QUI, adicionandose, ademas, MRF y ENO como interferentes. Las
muestras de agua de consumo se prepararon transfiriéndose las alicuotas apropiadas
de las soluciones madres de cada analito a matraces aforados de 25.0 mL y comple-
tandose el volumen con agua de red, agua mineral comercial o agua de napa subte-
rrdnea apta para consumo, segun corresponda. Finalmente, todas las soluciones
muestras preparadas se sometieron a un proceso de pre-concentracion basado en el

procedimiento descrito en el apartado Extraccion en fase soélida de la seccion 3.2.

Instrumentacidon y procedimiento. Todos los experimentos cro-
matograficos se llevaron a cabo usando un instrumento Agilent 1100 LC (Agilent Te-
chnologies, Waldbronn, Alemania) equipado con desgasificador, bomba cuaternaria,

inyector automatico, compartimento termostatizado para columna, DAD UV-Vis, FSFD
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y el programa informatico ChemStation (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)
requerido para el control del instrumento y la adquisicién de los datos. La separacion
cromatografica se realiz6 utilizando una columna analitica 3.5 pm Zorbax Eclipse XDB-
C18 (75 mm x 4.6 mm) (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) como fase esta-
cionaria, con una temperatura de compartimento para columna de 35 °C. La fase mouvil
consisti6 en una mezcla de solucién reguladora 0.010 mol L™ de HAc/NaAc
pH 4.0:MeOH:ACN en una proporcion 71:20:9.

Las mediciones de pH se realizaron utilizando un potenciémetro Orion 410A
(Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un electrodo de vidrio combinado

Boeco BA17 (Hamburgo, Alemania).

Metodologia | — Recoleccion de fracciones. La separacién cromatogréfi-

ca se realizé en modo isocratico, con una velocidad de flujo de 1.8 mL min™, durante
2 min. A la salida del cromatdgrafo se conecté un dispositivo automatizado, construido
en nuestro laboratorio, que permitié la recoleccién de fracciones en placas de ELISA
(ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de 96 pocillos. Las fracciones se reco-
lectaron en placas de ELISA de 96 pocillos comenzandose luego de 47 s de realizada
la inyeccion cromatografica, durante 34 s. Cada fraccion se recolecté en un periodo de
2 s, implicando un volumen de 60 uL de muestra por pocillo, considerando la velocidad
de flujo utilizada en el procedimiento cromatogréfico. De esta manera, se obtuvo un
total de 17 fracciones para cada muestra analizada. Al finalizar la recoleccion, la placa
de ELISA se colocd en un espectrofotémetro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55
(Waltham, Estados Unidos) equipado con un accesorio para lectura de placas de
ELISA acoplado a una fibra 6ptica y conectado a una computadora mediante un co-
nector tipo RS232C. Las matrices de excitacion-emision de fluorescencia (EEM) se
registraron variando la longitud de onda de emision en el rango espectral comprendido
entre 380.0 nm y 500.0 nm, en pasos de 5 nm, y registrandose el espectro de excita-
cién en el rango comprendido entre 260.0 nm y 340.0 nm, cada 5 nm, a cada longitud
de onda de emisién. De esta manera, se obtuvieron hiper-matrices de tiempo de re-
tencién-espectro de excitacion-espectro de emision de fluorescencia (TEEM: Time-
Excitation-Emission Matrix) de 17 x 17 x 25 datos, respectivamente. La deteccion se
realizd utilizando aberturas de rendija de excitaciéon y emisién de 10 nm, operando el
detector a un voltaje de 600 V y utilizando una velocidad de barrido espectral de
800 nm min~'. Para el control del instrumento y la adquisicion de los datos se utilizd

una interfaz grafica desarrollada en el laboratorio, escrita y operada en Processing
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2.0b6 (Processing Foundation, Boston, EE.UU).

Metodologia Il — Multiples corridas cromatograficas. La separacion

cromatografica se realiz6 en modo isocratico, con una velocidad de flujo de
2.0 mL min™', durante 2 min. A fin de construir hiper-matrices TEEM, se realizaron 10
corridas cromatograficas, registrandose el espectro de emision de fluorescencia en el
rango espectral comprendido entre 380.0 nm y 500.0 nm a cada tiempo de retencidn,
en el rango temporal de entre 0.0 min y 2.0 min, utilizando longitudes de onda de exci-
tacién diferentes para cada corrida cromatografica. Las longitudes de onda de excita-
cion utilizadas estuvieron comprendidas en el rango espectral de entre 260.0 nm y
305.0 nm, con AAex =5 nm. De esta manera, se obtuvieron hiper-matrices TEEM de
150 x 10 x 45 datos para los modos temporal, espectral de excitacion y espectral de
emision, respectivamente. El detector se oper6 con una ganancia del fotomultiplicador

igual a 18, utilizando una velocidad de barrido igual a 10800 nm min™.

Metodologia Il = Deteccion en linea de EEM de fluorescencia. La se-

paracion cromatografica se realizé en modo isocratico, con una velocidad de flujo de
0.5 mL min™", durante 5 min. Para el registro de las EEM se utilizé6 un espectrofotome-
tro de fluorescencia de barrido rapido Agilent Cary Eclipse (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) y una celda de flujo de cuarzo de 10 puL de volumen
(1 mm x 1 mm de paso éptico) conectada a la salida del cromatégrafo. La obtencién
de cada EEM demand6 un tiempo de aproximadamente 12 s, permitiendo registrar
multiples EEM consecutivas para una misma corrida cromatografica, sin requerir de la
detencién del flujo o la recoleccién de fracciones al final del procedimiento cromatogra-
fico. Se registr6 un total de 15 EEM consecutivas para cada muestra analizada, va-
riandose la longitud de onda de excitacién en el rango espectral comprendido entre
260.0 nm y 300.0 nm, en pasos de 2.5 nm, y registrandose el espectro de emisién en
el rango comprendido entre 390.0 nm y 490.0 nm, cada 3.75 nm, para cada longitud
de onda de excitacién. De esta manera, se obtuvieron hiper-matrices TEEM de
15 x 15 x 28 datos para el modo temporal, espectral de excitacion y espectral de emi-
sién de fluorescencia, respectivamente. La deteccion se realizé utilizando aberturas de
rendija de excitacion y emision de 10 nm, operando el detector a un voltaje de 850 V y
utilizando una velocidad de barrido espectral de 18000 nm min™". Para el control del
espectrofotémetro y la adquisicion de los datos se utilizé el programa informatico Cary

Eclipse (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La automatizacion y sincroniza-
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cién de los instrumentos se realizaron utilizando un controlador desarrollado en el la-
boratorio soportado en Python 2.7.11 (Python Software Foundation,
http://www.python.org/) con estructura servidor-cliente. Los instrumentos, o clientes, se
conectaron a través de una red LAN y sus interfaces gréficas, o GUI, necesarias para
el control de cada instrumento fueron automatizadas utilizando rutinas de entrenamien-

to y operadas automaticamente mediante SikuliX 1.0.1 (RaiMan, http://sikulix.com).

Programas informaticos y algoritmos para el analisis de
datos. El procesamiento de datos y el andlisis quimiométrico se realizaron en
MatLab 7.10 (MathWorks Inc., Natick, Estados Unidos). Los algoritmos necesarios
para operar MCR-ALS se encuentran asequibles en internet accediendo a la pagina
web http://www.mcrals.info/. El paquete MVCS3, que incluye a los algoritmos quimiomé-
tricos para la resolucién de datos de tercer orden, se encuentra asequible en internet

accediendo a la pagina web www.iquir-conicet.gov.ar/descargas/mvc3.rar.

RESULTADOS

Requerimientos instrumentales. A fin de evaluar diferentes estra-
tegias de generacion de datos multidimensionales y analizar las propiedades de los
datos obtenidos, se propusieron 3 arreglos instrumentales posibles que permitiesen
obtener datos de tercer orden basados en separacion cromatografica y deteccion de
matrices de excitacion-emision de fluorescencia para un sistema analitico modelo. Las
tres metodologias propuestas tuvieron como base la separacion cromatografica de un
sistema analitico de iguales caracteristicas, utilizandose similares condiciones separa-
tivas. Cabe mencionar que no se realizara un andlisis comparativo respecto a las in-
tensidades absolutas obtenidas, en términos de sensibilidad o SNR, debido a que se
desconocen los parametros técnicos caracteristicos correspondientes a los detectores

de cada instrumento utilizado.

Metodologia I. Para llevar a cabo la Metodologia I, basada en la recoleccion

de fracciones al final del procedimiento cromatografico, ademas de requerir de 2 ins-
trumentos analiticos diferentes, un cromatégrafo de alto rendimiento y un espectrofo-

tometro de fluorescencia, fue necesario desarrollar un dispositivo automatizado que
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permitiese la recoleccidon de fracciones en placas de ELISA de 96 pocillos. Si bien esto
podria referirse a un impedimento instrumental, el dispositivo de recoleccién se cons-
truyé con material reciclado de impresoras fuera de uso y material disponible en el
laboratorio, resolviéndose, asi, el inconveniente de una manera sencilla, mediante una
alternativa de facil acceso y bajo costo (siano, 2013). Adicionalmente, se debe considerar
que para realizar las lecturas de fluorescencia se debe disponer de un espectrofotome-
tro de fluorescencia equipado con un accesorio para lectura de placas de ELISA que
permita el registro de EEM de cada pocillo. Aqui, las lecturas de fluorescencia se reali-
zaron con un espectrofotometro de fluorescencia convencional, equipado con el acce-
sorio para lectura de placas, controlado con un programa informatico escrito por un
integrante del laboratorio que permitié el registro de EEM de cada pocillo (Siano, 2013),
debido a que el programa informatico original para control del equipo y adquisicion de
datos no dispone de esta opcidn.

El andlisis experimental completo de una muestra conteniendo 3 analitos se
realizd en un tiempo total de 42 min, contemplandose el tiempo requerido para el pro-
cedimiento cromatogréfico (2 min) y el demandado para la deteccién y registro de las
17 EEM (40 min). Como puede apreciarse, la etapa de deteccidn es la responsable del
elevado tiempo de analisis requerido para cada muestra, convirtiendo al método en
una alternativa ineficiente para la determinacién y andlisis de muestras inestables o de
muestras conteniendo soluciones volatiles. Sin embargo, el tiempo demandado en
esta etapa puede ser drasticamente reducido utilizdndose un espectrofotometro de

fluorescencia de barrido rapido.

Metodologia Il. Para proceder con la Metodologia Il, basada en mdltiples in-

yecciones cromatograficas, se requiere solamente de un cromatégrafo de alto rendi-
miento equipado con un detector de fluorescencia de barrido rapido. Ademas, si bien
no resultaria un requisito esencial para llevar a cabo los experimentos, la presencia de
un inyector automatico que permita realizar inyecciones repetidas de manera automa-
tizada y precisa, minimiza las variaciones que pudiesen ocurrir, principalmente, en los
tiempos de retencién y las areas cromatograficas correspondientes a los diferentes
analitos, facilitando el procesamiento del dato multidimensional obtenido. Por lo tanto,
a pesar de requerir de un unico instrumento analitico, los mddulos necesarios para
llevar a cabo los experimentos, detector de fluorescencia de barrido rapido e inyector
automatico, no siempre se encuentran disponibles en los equipos utilizados en labora-

torios de rutina, incrementandose, asi, el costo y la complejidad del instrumental re-
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querido para el desarrollo del método analitico.

En este trabajo, el analisis de una muestra binaria de analitos demandé un tiem-
po total de 40 min, considerandose que el tiempo consumido por el procedimiento
cromatografico fue de 2 min por cada corrida cromatogréfica y que se realizaron 10
repeticiones de inyeccion de la misma muestra, incluyendo el tiempo demandado por
el instrumento para realizar las diferentes inyecciones. Una de las principales caracte-
risticas de esta metodologia es que la resolucién del espectro de excitacion se en-
cuentra ligada directamente al numero de inyecciones cromatogréficas y, por consi-
guiente, el tiempo de andlisis total dependera del tiempo consumido por cada corrida
cromatogréfica y de la calidad espectral de excitacién deseada o requerida por el ana-
lista. Por lo tanto, el elevado tiempo de andlisis solo podra ser reducido a expensas de
una pérdida de resolucion o informacidn espectral. En consecuencia, esta metodologia
se limita al andlisis de muestras estables y muestras multi-componentes de caracteris-
ticas espectrales similares. Adicionalmente, en virtud del alto numero de inyecciones
necesarias, el elevado consumo de solventes y el requerimiento de volumen de mues-
tra convierten a esta metodologia en una alternativa cuestionable bajo el marco de la
quimica analitica verde, como también, en una alternativa con un costo econémico

considerablemente elevado.

Metodologia lll. La metodologia aqui propuesta como estrategia para lecturas

en linea de EEM requiere de 2 instrumentos analiticos diferentes. Es necesario dispo-
ner de un cromatégrafo liquido de alto rendimiento convencional, de un espectrofoté-
metro de fluorescencia de barrido rapido y una celda de flujo de volumen reducido. En
este caso, no resultaria necesario disponer de un cromatografo equipado con detecto-
res sofisticados o de alta sensibilidad, debido a que la deteccién se realiza de manera
externa, si bien la utilizacién de un inyector automatico favoreceria a la generacién del
dato multidimensional. Adicionalmente, en virtud de que el registro de las EEM se rea-
liza en linea al procedimiento cromatografico, la necesidad de un espectrofotdmetro de
fluorescencia de barrido rapido es el principal requerimiento instrumental, fundamen-
talmente, para corridas cromatograficas cortas, a fin de minimizar el efecto de elucion
de los analitos, es decir, de la distribucién de la concentracion del analito en el tiempo.
Asimismo, los parametros instrumentales seleccionados para el registro de las EEM,
como rango espectral, resolucién y velocidad de barrido espectral, deben permitir la
obtencion de matrices que contengan informacion y resolucién espectral aceptable en

un tiempo considerablemente corto.
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Debido a que la Metodologia Ill se propone como nueva alternativa para la ob-
tencion de datos de tercer orden, resultd necesario analizar detalladamente la estruc-
tura de los datos obtenidos utilizandose un sistema analitico simple. En consecuencia,
se analiz6 una solucién conteniendo solo un analito, realizandose réplicas de inyeccidn
y evaluando las variaciones que pudiesen presentarse a causa del arreglo instrumen-
tal, independientes a la composicién de la muestra. El tiempo experimental total reque-
rido para el analisis de una muestra conteniendo un analito fue de 5 min, obteniéndose
15 EEM consecutivas por muestra. Teniendo en cuenta que el registro de las EEM se
realiza paralelamente al procedimiento cromatografico, el tiempo de andlisis total por
muestra se define por las condiciones utilizadas en el método cromatogréafico. Estas
caracteristicas convierten a la metodologia propuesta en una excelente alternativa
para la determinacién de muestras multi-componentes y consecuente generacion de
datos de tercer orden desde el punto de vista del tiempo de andlisis, automatizacion,

consumo de reactivos y disponibilidad de muestra.

Propiedades de los datos multidimensionales. Al desarrollar
un método basado en el procesamiento de datos multidimensionales, es importante
analizar detalladamente las propiedades y caracteristicas de los datos obtenidos a fin
de seleccionar el pre-procesamiento correcto de los datos, pero, fundamentalmente, el
algoritmo mas adecuado para el procesamiento y el andlisis de los datos.

En analisis multidimensional y/o multi-via resulta crucial reconocer el tipo de da-
tos que se manipulan en virtud de sus propiedades matematicas, para poder estable-
cer el correcto procedimiento de analisis y asi obtener resultados inequivocos. Para
datos de tercer orden, es importante reconocer, en primer lugar, si los datos cumplen
el concepto de trilinealidad, en caso contrario, es necesario reconocer el modo en el
que se pierde la trilinealidad, evaluando las posibles alternativas que pudiesen ser
utilizadas para resolver el problema correctamente. Cabe destacar que, a diferencia de
un set de datos de segundo orden dispuesto en un arreglo de tres vias, la trilinealidad
de los datos de tercer orden es una propiedad que debe ser evaluada para cada
muestra individualmente y es un fendbmeno que ocurre en los tres modos instrumenta-
les que son independientes entre si. Asi, un dato no trilineal de tercer orden se obtiene
en presencia de fenédmenos mutuamente dependientes en al menos 2 de los 3 modos
instrumentales (Olivieri et al., 2014b).

En este trabajo, se realizé6 un andlisis cualitativo sobre los datos generados con
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cada metodologia propuesta con el objetivo de evaluar la propiedad de trilinealidad vy,
en caso de presentar desvios en alguno de sus modos, analizar las diferentes estrate-

gias posibles que pudiesen ser utilizadas para superar el inconveniente.

Metodologia |I. Se debe considerar que las fracciones recolectadas en los po-

cillos de las placas de ELISA a la salida del cromatégrafo representan los tiempos de
retencién correspondientes a los diferentes analitos presentes en la muestra. Por ello,
es importante que los tiempos establecidos para la recoleccién, es decir, tiempo de
inicio de recoleccidn y tiempo de espera en cada pocillo, sean conocidos y constantes
en todo el procedimiento experimental, a fin de poder reconstruir el perfil temporal co-
rrespondiente.

Una particularidad que presenta esta metodologia es que las EEM registradas
para cada pocillo muestran independencia entre si, es decir, para una sustancia pura
los espectros de excitacién y emision solo dependeran del analito y del medio en el
que se encuentra, cuyas intensidades seran en virtud de la abundancia del analito pre-
sente en el pocillo correspondiente. Considerandose un sistema cromatografico ope-
rando en modo isocratico, en el que la composicion del medio se mantiene invariable,
los espectros de excitacion y emision seran idénticos para todos los pocillos, difiriendo
en su intensidad debido a la dispersion del analito resultado de la retencién cromato-
gréfica. De esta manera, y teniendo en cuenta que las EEM, por su naturaleza, son
datos de segundo orden perfectamente bilineales, el dato de tercer orden generado se
presenta como un dato trilineal, es decir, los modos instrumentales correspondientes a
excitacion, emision y tiempo son independientes entre si. En la Figura 3.47 se mues-
tran las EEM registradas para cada pocillo, reconstruyéndose el perfil temporal obteni-
do para una solucién muestra conteniendo tres analitos.

Un aspecto a tener en cuenta en la generacion de datos multidimensionales es,
ademas, el numero de datos obtenidos en cada modo instrumental. ldealmente, se
deberia obtener un nimero de datos razonable y balanceado en cada uno de los mo-
dos, sin perder informacién relevante en ninguno de ellos. En este caso, la hiper-
matriz TEEM generada para cada muestra presenté una tamario de 25 x 17 x 25 datos
para las dimensiones temporales, espectrales de excitacién y emisiéon de fluorescen-
cia, respectivamente. Si bien se podria considerar como una matriz de proporciones
balanceadas, en el modo temporal se obtuvieron 25 fracciones discretas para una
muestra proveniente de un procedimiento cromatografico, lo que lleva consigo una

baja resolucién en este modo. Sin embargo, asi como el tiempo de andlisis puede ser
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reducido utilizandose un espectrofotobmetro de fluorescencia de barrido rapido, el nu-
mero de fracciones pueden ser incrementado utilizando microplacas de ELISA de 384
pocillos, reduciéndose, asi, el volumen necesario para la lectura en cada pocillo y, por

lo tanto, el tiempo de recoleccién de cada fraccion.
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Figura 3.47. Matrices de excitacion-emision, vistas desde el modo de excitacion, registradas para las fracciones
recolectadas en pocillos de ELISA de muestras conteniendo los analitos puros de OFL (azul), CPF (verde) y DNF (rojo).
En linea de puntos gris se representa el perfil cromatogréafico obtenido a partir de los maximos de intensidad
registrados en cada pocillo para una muestra conteniendo los tres analitos. En el recuadro se muestra una matriz de
excitacién-emisién registrada para una de las fracciones recolectadas de CPF, indicandose el espectro de emisién al
maximo de excitacion correspondiente.

Metodologia Il. El aspecto mas importante a destacar para esta metodologia

es que los espectros de excitacion son el resultado de diferentes inyecciones o corri-
das cromatograficas realizadas para una misma muestra. Por lo tanto, la regién espec-
tral de excitacion cubierta y la resolucion espectral dependeran directamente del nu-
mero de inyecciones o corridas cromatograficas que se realicen. Ademas, es de notar
que, a una misma longitud de onda de emision, se podran obtener espectros de exci-
tacién correspondientes a cada tiempo de retencion, es decir, es posible reconstruir
una matriz tiempo de retencion-espectro de excitacion a partir de los perfiles cromato-
graficos extraidos a una misma longitud de onda de emisién. Sin embargo, para re-
construir la matriz de tiempo de retencién-espectro de excitacion es muy importante
tener en cuenta que el tiempo de retencion de cada analito deber presentar reproduci-
bilidad en cada corrida cromatografica. Por lo tanto, un corrimiento minimo observado

en los tiempos de retencion entre diferentes inyecciones para una misma muestra lle-
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vara consigo una pérdida de trilinealidad para los datos de tercer orden correspondien-
tes a las hiper-matrices TEEM. Esto se traduce a que el modo instrumental correspon-
diente a los espectros de excitacion presenta dependencia con el modo correspon-
diente a los tiempos de retencién. Este fendmeno puede representarse analogamente
con datos cromatograficos de segundo orden dispuestos en un arreglo de tres vias
para el andlisis de multiples muestras, en donde la trilinealidad se pierde en virtud de
los corrimientos de picos cromatograficos presentes entre las diferentes muestras. Por
consiguiente, y sobre la base de estas observaciones, los datos de tercer orden gene-
rados utilizando esta metodologia solo seran trilineales si los tiempos de retencion
para cada analito en cada corrida cromatografica, para una misma muestra, se man-
tienen, de otra manera, los datos se presentaran como datos no trilineales. La Figura
3.48 muestra una matriz de tiempo de retencidn-espectro de excitacion reconstruida
con los cromatogramas obtenidos a la misma longitud de onda de emisién, mostran-
dose que a causa de pequefias diferencias en los tiempos de retencion para distintas

inyecciones se obtienen diferentes espectros de excitacién para un mismo analito.
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Figura 3.48. Cromatogramas correspondientes a Aem = 350 nm extraidos de las matrices de tiempo de retencion-
espectro de emision para cada longitud de onda de excitacién, mostrandose los espectros de excitacion obtenidos para
OFL a un tiempo de retencién tg = 0.840 min (azul claro) y tg = 0.852 min (azul oscuro) y para CPF a un tiempo de
retencion tg = 0.930 min (verde oscuro) y tg= 0.942 min (verde oscuro).

Sin embargo, ante la posible pérdida de trilinealidad, se pueden proponer distin-
tas estrategias de pre-procesamiento de datos que permiten recuperar la trilinealidad,

como por ejemplo, utilizar algoritmos que corrigen corrimientos de picos cromatografi-
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Adicionalmente, en referencia al nimero de datos obtenidos, se obtuvieron hi-
per-matrices de 150 x 10 x 45 datos para las dimensiones temporales, espectrales de
excitacion y de emisidon de fluorescencia, respectivamente. Puede observarse que los
modos correspondientes a los tiempos de retencion y a los espectros de emisién pre-
sentan una resolucién considerablemente mas alta que la correspondiente a los es-
pectros de excitacién, obteniéndose una hiper-matriz de dimensiones desproporciona-
das. Desafortunadamente, el nimero de datos correspondiente al modo de excitacion
solo podra ser incrementado si se aumenta el nimero de inyecciones o corridas cro-
matograficas por muestra, incrementandose, de esta manera, el tiempo de analisis y el

consumo de reactivos y de muestra.

Metodologia Ill. La particularidad méas destacada que presenta esta metodo-

logia es que las EEM de fluorescencia se registran simultaneamente con la elucion del
analito del sistema cromatografico. Si bien la rapida velocidad de barrido de fluores-
cencia del instrumento utilizado permite registrar EEM en un tiempo muy reducido,
existe, de manera inherente, una dependencia directa entre el espectro de excitacioén y
la elucién del analito, no asi entre los espectros de emision y el tiempo de retencidn.
Este fendbmeno se observa en virtud de que la longitud de onda de excitacién cambia
en el sentido que aumenta el tiempo de retencién, es decir, a cada tiempo se corres-
ponde una longitud de onda de excitacion diferente. Sin embargo, debido a que el es-
pectro de emision de una sustancia es invariable y su intensidad depende de la longi-
tud de onda de excitacion y de la abundancia del analito y, adicionalmente, es regis-
trado en un tiempo muy corto, en el andlisis de una sustancia pura se observaran es-
pectros de emision idénticos de diferente intensidad, en todo el procedimiento analiti-
co. Estas observaciones se traducen en una dependencia del modo instrumental de
excitacion de fluorescencia con el modo correspondiente al tiempo de retencién, lle-
vando consigo la ruptura de la trilinealidad del dato de tercer orden. Esta ruptura de la
trilinealidad se presenta como un gran obstaculo que debe ser superado para lograr el
correcto analisis de los datos, ya sea de manera instrumental utilizando espectrofoté-
metros con barrido de fluorescencia aun mas rapido, o matematica utilizando algorit-
mos que permitan recuperar la trinilinealidad de los datos o que permitan analizar da-
tos de tercer orden no trilineales.

En la Figura 3.49.A se muestran las matrices de excitacidbn-emision registradas a

diferentes tiempos de retencion para una solucion conteniendo un analito, reconstru-
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yéndose el perfil temporal correspondiente. Las Figura 3.49.B.1 y Figura 3.49.B.2
muestran los perfiles de excitacién y de emisién obtenidos para el analito a diferentes

tiempos de retencién, respectivamente.
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Figura 3.49. Matrices de excitacion-emision consecutivas, vistas desde el modo de excitacion, registradas para una
muestra conteniendo CPF (verde) (A). En linea de puntos gris se representa el perfil cromatografico obtenido a partir
de los maximos de intensidad registrados para cada matriz. Se muestran las matrices de tiempo de retencién-espectro
de excitacion (B.1) y tiempo de retencién-espectro de emision (B.2) normalizadas, reconstruidas a partir de los
espectros de excitacion y emision correspondientes a los maximos de emisidn y excitacion, respectivamente.

Finalmente, analizando el numero de datos obtenidos para cada modo instru-
mental, se obtuvieron hiper-matrices TEEM de 15 x 15 x 28 datos para las dimensio-
nes temporales, espectrales de excitacion y de emision de fluorescencia, respectiva-
mente. Al igual que lo sucedido para la Metodologia I, si bien se obtiene un numero
balanceado de datos para cada modo, para el modo temporal se obtuvieron 15 matri-

ces consecutivas para una muestra proveniente de un procedimiento cromatografico,
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significando una baja resolucién en el modo temporal. Este numero solo sera incre-
mentado si se reduce el rango espectral de excitacion, o su resolucidn, o se incremen-
ta la velocidad de barrido espectral, requiriéndose, entonces, de un instrumental mas

sofisticado.

Pre-procesamiento y procesamiento de datos. Con el objeti-
vo de demostrar las propiedades de los datos mencionadas anteriormente, se analiza-
ron diferentes hiper-matrices de datos obtenidas mediante las tres metodologias pro-
puestas de manera individual utilizando un algoritmo de descomposicién ftrilineal
(TLD). Se utiliz6 PARAFAC como algoritmo quimiométrico para el modelado de datos
aprovechando las particularidades que presenta: 1- solo permite el analisis de datos
que no presenten desvios de la trilinealidad; 2- se obtienen resultados con interpreta-
cion fisica; y 3- el resultado de la resolucion es unico. De esta manera, y conociendo a
priori las propiedades del sistema (tiempos de retencion, espectros de excitacion y
emisiéon de fluorescencia de los componentes puros), fue posible analizar si los resul-
tados obtenidos de la descomposicién reflejan las propiedades reales del sistema. Es
importante mencionar que no se aplicaron herramientas de pre-procesamiento a nin-
gun set de datos.

En la Figura 3.50 se muestran los resultados obtenidos para los distintos arre-
glos de datos de tercer orden obtenidos mediante las tres metodologias propuestas.
En todos los casos se analizaron diferentes parametros de inicializacién, si bien siem-
pre se mantuvo la restriccién de no-negatividad en los tres modos. El numero de com-
ponentes presentes en cada muestra se evalué mediante el andlisis CORCONDIA
(CORCONDIA: CORe CONsistency DIAgnostic).

Metodologia |. En todos los casos, el nimero de componentes para cada set

de datos analizado fue igual a 3, reflejandose el numero real de compuestos presentes
en las muestras. Los perfiles correspondientes a los espectros de excitacién y emisién
de fluorescencia mostraron idéntica similitud a los espectros reales obtenidos en las

mismas condiciones para cada analito puro (Figura 3.50, Metodologia |).
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Figura 3.50. Resultados obtenidos por PARAFAC para las 3 metodologias propuestas, mostrandose los perfiles
temporales (A), espectrales de excitacion (B) y espectrales de emisién (C). Para la Metodologia | se muestran los
perfiles de CPF (linea continua verde), OFL (linea continua azul) y DNF (linea continua rojo); para la Metodologia Il se
indican los perfiles de CPF (linea continua verde) y OFL (linea continua azul) y un perfil correspondiente a un factor
desconocido (linea de puntos y rayas azul verdosa); para la Metodologia /1l se muestran los perfiles obtenidos para
CPF (verde), observandose 2 factores para el mismo componente

Es importante mencionar que se registraron, adicionalmente, los cromatogramas
obtenidos para cada analisis cromatografico mediante deteccién DAD-UV, que luego
fueron utilizados como referencia a fin de analizar y comparar los tiempos de retencion

obtenidos de la descomposicion de los datos multidimensionales. Los perfiles tempora-
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les obtenidos por PARAFAC para todos los sets de datos generados mostraron perfec-
ta similitud entre ellos, si bien se observaron diferencias entre los tiempos de retencién
correspondientes a las sefiales cromatograficas de distintas muestras, indicandose
una falta de cuadrilinealidad en una disposiciéon o arreglo de cuatro vias para un anali-
sis de multiples muestras. Ademas, la comparacion entre el perfil temporal obtenido
por PARAFAC y el cromatograma de referencia DAD-UV mostré un alto grado de simi-
litud, si bien se observaron pequenos retardos en los tiempos correspondientes a los
datos de tercer orden, considerandose que la deteccion DAD-UV se realiza antes de la
recoleccién de fracciones.

Sobre la base de los resultados presentados se puede asegurar que los datos
generados con la Metodologia | presentan perfecta trilinealidad, pudiéndose obtener
perfiles espectrales de excitacion y emisién de alta calidad. Sin embargo, en un arreglo
de 4-vias para el andlisis de multiples muestras se observan desvios de cuadrilineali-
dad a causa de corrimientos en los tiempos de retencion de los analitos entre distintas
muestras. Por lo tanto, y debido a que PARAFAC solo es aplicable para arreglos de 4-
vias cuadrilineales, el modelado quimiométrico debe ser realizado utilizando algoritmos
quimiométricos mas flexibles, como U-PLS/RTL, APARAFAC, PARAFAC2 o MCR-ALS

con matrices de datos desdobladas.

Metodologia ll. En este caso, no pudo establecerse un nimero Unico de com-

ponentes para todos los sets de datos analizados, obteniéndose valores de entre 2 y 4
factores. Esta diferencia entre el nUmero de componentes estimado y el numero real
de compuestos presentes en la muestra se debe, principalmente, a los corrimientos
observados entre los tiempos de retencion de los analitos para una misma muestra. En
la Figura 3.50, Metodologia Il puede observarse que para una muestra con un nimero
de componentes estimado igual a 3 se obtienen 3 perfiles cromatograficos y espectra-
les de excitacién bien definidos, mientras que para el perfil espectral de emisién se
muestran 2 perfiles de caracteristicas similares y 1 perfil perfectamente resuelto. Estos
perfiles son el resultado de una falta de trilinealidad en el dato de tercer orden debido a
la dependencia entre los modos correspondientes a los tiempos de elucion y espectros
de excitacién y, en consecuencia, a una deficiencia de rango resultante en el modo
correspondiente a los espectros de emision. Adicionalmente, los perfiles espectrales
de excitacién no reflejan los perfiles de excitacion reales de los analitos, si bien los
perfiles correspondientes a los espectros de emision de los 2 analitos presentes en la

muestra presentan un alto grado de similitud con sus espectros reales.
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Debido a que la falta de trilinealidad se debe especificamente a los corrimientos
observados entre los tiempos de retencion de una misma muestra, se pueden utilizar
herramientas de pre-procesamiento de datos que permitan recuperar la trilinealidad del
dato, como COW (Nielsen et al., 1998) O i-cOshift (Tomasi et al., 2011), entre otros. Esta metodo-
logia, si bien resulta en una estrategia prometedora, demanda un tiempo de procesa-
miento considerablemente alto y, ademas, se debe tener la precaucién de no introducir
modificaciones indeseadas adicionales. Por ello, es importante utilizar algoritmos de
correcciéon de corrimientos de sefales cromatograficas que consideren a los datos
como un matriz completa bidimensional y no como un arreglo de vectores individuales.

Si bien para fines cuantitativos estos datos pueden ser analizados mediante al-
goritmos de modelado quimiométrico mas flexibles que PARAFAC, como U-PLS/RTL o
APARAFAC, es importante considerar el efecto de la falta de trilinealidad para los da-
tos de tercer orden originada por los corrimientos ocurridos entre tiempos de retencion
de una misma muestra y la falta de cuadrilinealidad en virtud de los corrimientos entre
tiempos de retencidn de distintas muestras, a fin de obtener resultados analiticos con-
fiables. En la bibliografia se pueden encontrar trabajos que reportan falta de cuadrili-
nealidad para datos de tercer orden dispuestos en un arreglo de 4-vias debido a corri-
mientos observados entre los tiempos de retencidén para distintas muestras, pero no se
considera el mismo fenémeno para multiples corridas cromatograficas de una misma
muestra (Lozano et al.,, 2013; Montemurro et al., 2016), Subestimandose, asi, un efecto por pérdida

de trilinealidad.

Metodologia lll. En todos los casos, el nimero de componentes para cada set

de datos analizado correspondiente a las muestras conteniendo un analito fue mayor a
1. En la Figura 3.50, Metodologia Il puede observarse que para un mismo compuesto
se resolvieron 2 perfiles temporales y espectrales de excitacion, si bien los 2 perfiles
correspondientes a los espectros de emisidbn muestran perfecta similitud. Esto se debe
a que para una misma muestra se obtienen diferentes espectros de excitaciéon en vir-
tud de su dependencia con la elucién del analito. Sin embargo, y como se mencion6
anteriormente, los espectros de emision no presentan dependencia con ninguno de los
modos instrumentales y s6lo mostraran diferencias en sus intensidades absolutas. Por
consiguiente, la falta de trilinealidad mostrada en estos datos lleva consigo una defi-
ciencia de rango en el modo espectral de emision. Es importante mencionar, ademas,
que ante posibles corrimientos en los tiempos de retencién de los analitos se observa-

ran diferencias entre los perfiles temporales de diferentes muestras, pero, adicional-
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mente, los perfiles espectrales de excitacibn mostraran diferencias para las diferentes
muestras.

Es notable la alta complejidad que presentan los datos de tercer orden genera-
dos con esta metodologia debido a que la fuerte dependencia entre los modos instru-
mentales conlleva una falta de trilinealidad extrema. Desafortunadamente, los algorit-
mos disponibles actualmente para el modelado de datos de tercer orden no resultan
eficientes para el correcto andlisis y descomposicién de estos datos. En adicién, y a
diferencia de lo mencionado para la Metodologia Il, no se encontraron herramientas de
pre-procesamiento que permitan corregir los efectos ocurridos. En consecuencia, el
andlisis de estos datos requiere desarrollar nuevos algoritmos quimiométricos que
permitan el modelado de datos, es decir, algoritmos que permitan la descomposicion
de datos de tercer orden no trilineales, como ocurre analogamente para datos de se-
gundo orden no bilineales generados, por ejemplo, por espectroscopia de fluorescen-

cia sincrénica total (Schenone et al., 2013).

Aplicacion analitica. Con base en las observaciones realizadas, la
Metodologia | se muestra como la estrategia mas eficiente para la generacion de datos
de tercer orden. Con el objetivo de estudiar la aplicabilidad del método y de la metodo-
logia de generacion de datos seleccionada para llevar a cabo un andlisis cuantitativo
se propuso el desarrollo de un método analitico modelo basado en la cuantificaciéon de
3 f-QUI en agua de consumo. El modelado de los datos se realiz6 utilizandose los al-
goritmos APARAFAC y MCR-ALS, este ultimo por modelado de hiper-matrices TEEM
desdobladas, considerandose la falta de cuadrilinealidad que presenta el arreglo de

datos de 4 vias.

Modelado quimiométrico por MCR-ALS. Una vez obtenidas la hiper-

matriz correspondiente a cada muestra, se llevd a cabo el modelado quimiométrico
utilizando ext-MCR-ALS segun se describe a continuacion:
Cada EEM de dimensiones K x L (siendo K y L el numero de longitu-
des de onda de emision y excitacion, respectivamente) correspondientes a
las diferentes fracciones recolectadas, se desdoblaron de manera de obte-
ner vectores con dimensiones LK x 1. Posteriormente, se construyo una
matriz de dimensiones J x LK para cada muestra, con J fracciones, o J
tiempos de retencion. Construidas las matrices bidimensionales desdobla-

das para cada muestra, se construyd una matriz de datos D aumentada en
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columnas de dimensiones (I+1)J x LK, para | muestras de calibracion y 1
muestra de prediccion, ya sea de validacion o de agua de consumo fortifi-
cada, obteniéndose, asi, un arreglo de 2-vias aumentado.

Durante el ajuste por cuadrados minimos alternantes del modelado
quimiométrico, se utilizaron restricciones de unimodalidad y corresponden-
cia entre especies para el modo temporal y restricciones de no-negatividad
para los modos temporal y espectral.

Posterior al modelado quimiométrico se obtuvieron los perfiles co-
rrespondientes a los tiempos de retencion para cada analito en las diferen-
tes muestras (C), los correspondientes a las matrices de excitacion-
emisién desdobladas (S') para los N componentes presentes en las mues-
tras y una matriz de residuos (E). Las EEM correspondientes a cada com-
ponente puro K x L fueron luego obtenidas por reconstruccion a partir de
los perfiles contenidos en S' y utilizadas para la identificacién de los com-
ponentes reales.

Finalmente, a partir de los perfiles temporales contenidos en C se ob-
tuvieron las contribuciones individuales de los analitos correspondientes
para cada muestra, que fueron luego utilizadas para el analisis predictivo.

Previo al inicio de la descomposicion de los datos, se determiné el numero de
componentes espectralmente activos presentes en la matriz D aplicando SVD, ademas
de obtener las estimaciones espectrales iniciales mediante una metodologia basada
en SIMPLISMA (windig et al.,, 1991). En la Figura 3.51 se muestran los perfiles espectrales
(S) y temporales (C) obtenidos como resultado de la descomposicion bilineal por MCR-
ALS para una muestra conteniendo los 3 analitos y, también, los perfiles espectrales

de excitacion y emisién correspondientes a cada analito.

Modelado quimiométrico por APARAFAC. En principio, la aplicacion de

este modelo quimiométrico solo involucraria un paso de inicializacion debido a que las
restricciones no serian necesarias dado que la descomposicién de un arreglo trilineal
de 3-vias es, generalmente, Unico (Olivieri et al, 2014b). Sin embargo, resultados prelimina-
res basados en la descomposicion de datos, sin utilizar restricciones, resultaron inade-
cuados. Por lo tanto, a fin de mejorar los resultados y obtener perfiles con significancia
fisico-quimica, y teniendo en cuenta que APARAFAC implementa el mismo tipo de
restricciones que las utilizadas en MCR-ALS, se aplicaron las restricciones de unimo-

dalidad, no-negatividad y correspondencia entre especies al modo temporal.
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Figura 3.51. Perfiles temporales (A) y espectrales (B) obtenidos por modelado quimiométrico con MCR-ALS de una
muestra conteniendo 3 f-QUI. Los perfiles espectrales (B) se corresponden a las matrices de excitacién-emisién
desdobladas de OFL (azul), CPF (verde) y DNF (rojo). Los perfiles espectrales de excitacion (C.1) y emision (C.2) se
obtuvieron a partir de las matrices de excitacion-emision reconstruidas de cada componente
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En primer lugar se construy6 un arreglo de 3-vias aumentado X apilandose una
matriz de datos correspondiente a la muestra de validacién o de agua de consumo,
segun corresponda, y las matrices de datos correspondientes a las muestras de cali-
bracién. El nUmero de componentes espectroscopicamente activos se obtuvo median-
te SVD vy la inicializacion del proceso iterativo ALS se realizé utilizando los espectros
de excitacion y emision reales de los analitos puros.

Finalizada la descomposicién quimiométrica se obtuvieron los perfiles corres-
pondientes a los tiempos de retencion de cada analito en las diferentes muestras (A),
los correspondientes a los espectros de excitacion (B) y los correspondientes para
para los espectros de emision (C). A diferencia de MCR-ALS, los perfiles espectrales
de excitacion y emision se obtuvieron separadamente en matrices individuales. Poste-
riormente, y analogamente a un modelado por MCR-ALS, se utiliz la informacion con-
tenida en la matriz A para construir un modelo de calibracién y obtener las contribucio-
nes de los analitos en las muestras de validacién o de agua de consumo.

En la Figura 3.52 se muestran los perfiles espectrales de excitacion, de emision
y temporales obtenidos para cada componente como resultado de la descomposicion

por APARAFAC de una muestra conteniendo 3 analitos y 2 interferentes.

Analisis_cuantitativo. A fin de comparar el desempefo de los dos modelos

quimiométricos utilizados para el modelado de datos de tercer orden, en términos de
capacidad predictiva y estimacién de cifras de mérito, se realizé un estudio de predic-
cion en diferentes muestras de validacion y muestras de agua de consumo fortificadas.
En la Tabla 3.11 y Tabla 3.12 se resumen los valores de prediccion y recuperacion
obtenidos para las 10 muestras de validacion y las 6 muestras de agua de consumo en
presencia de interferentes.

Los resultados de prediccion expuestos en la Tabla 3.11 y Tabla 3.12 obtenidos
por modelado con APARAFAC muestran una satisfactoria coincidencia a los obtenidos
por MCR-ALS. Adicionalmente, se obtuvieron valores de REP % aceptables para am-

bos modelos.

Cifras de mérito analiticas. Se estimaron las cifras de mérito analiticas del

método desarrollado, para ambos modelos, y, ademas, se realizd un analisis compara-
tivo entre las cifras de mérito estimadas para el modelo de tercer orden desarrollado y
un modelo de segundo orden, este ultimo con modelado por MCR-ALS y PARAFAC.

Es importante mencionar que si bien las estimaciones de las cifras de mérito para un
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método analitico basado en modelado de datos por MCR-ALS se obtienen a partir de
expresiones matematicas bien definidas y estudiadas (Bauza et al, 2012), las expresiones
apropiadas para la estimacién de cifras de mérito para un modelo APARAFAC aun no
han sido desarrolladas (Olivieri et al., 2012). Por lo tanto, en este trabajo se utilizé una ex-
tensién de las expresiones derivadas para PARAFAC (Qlivieri et al, 2012), teniendo en

cuenta que pueden presentarse sobreestimaciones de las cifras obtenidas.

A sgf T T

36

24

[.F./ u.a.

0l . ,

0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
Tiempo / min

B.1 B.2

|.F. Norm. / u.a.
o o
N w

&
—

0.0 : : : ' :
260 280 300 320 340380 410 440 470 500

.../ nm Ao .
Excitacion Emision
Figura 3.52. Perfiles temporales (A) y espectrales de excitacion (B.1) y emision (B.2) obtenidos por modelado

quimiométrico con APARAFAC de una muestra conteniendo OFL (azul), CPF (verde) y DNF (rojo), en presencia de 2
interferentes (linea de puntos gris).

3.169



Tabla 3.11. Valores de concentracion predicha para para las 3 f-QUI en muestras de validacién determinados por modelado con MCR-ALS y APARAFAC *?

OFL CPF DNF
Muestra PREDICHA PREDICHA PREDICHA
NOMINAL NOMINAL NOMINAL
MCR-ALS APARAFAC MCR-ALS APARAFAC MCR-ALS APARAFAC

MO1 20.0 21.1 20.1 90.0 99.3 92.5 25.0 271 23.2
MO02 20.0 19.3 19.7 150.0 131.0 121.7 15.0 16.4 15.9
MO03 60.0 51.1 52.1 30.0 44.9 58.5 5.0 53 5.1
Mo04 100.0 101.0 99.7 90.0 95.8 90.9 5.0 8.6 8.9
MO05 60.0 68.1 70.1 150.0 144.8 147.0 25.0 28.4 28.8
MO06 100.0 98.9 99.1 150.0 132.7 136.9 15.0 17.8 18.2
MO7 100.0 104.1 101.0 30.0 21.0 22.0 5.0 7.4 7.6
MO8 20.0 31.0 31.7 30.0 58.0 51.7 2.0 4.0 4.0
M09 60.0 45.3 55.2 30.0 19.8 25.6 8.0 9.6 9.4
M10 60.0 55.1 723 60.0 54.2 44.3 2.0 53 2.6

REP %"° 14.5 13.8 19.0 21.5 19.9 19.1
Eexpc 102.7 107.4 105.8 107.4 146.0 131.5

Las concentraciones estan dadas en ng mL™";

1
7211(Cn0m _Cpred)2

REP %: error relativo de prediccion, expresado en %; REP % = 100 x - , para I= 10;

© Rexy: valor de recuperacion media, expresado en %.



Tabla 3.12. Valores de concentracion encontrados de OFL, CPF y DNF en muestras de agua de consumo fortificadas aplicando el método desarrollado y utili-
zando modelado con MCR-ALS y APARAFAC

OFL CPF DNF
Muestra® ENCONTRADA ENCONTRADA ENCONTRADA
ADICIONADA ADICIONADA ADICIONADA
MCR-ALS APARAFAC MCR-ALS APARAFAC MCR-ALS APARAFAC
MN_01 20.0 30.6 17.4 30.0 26.3 25.0 3.5 3.2 29
MN_02 60.0 81.2 63.8 90.0 78.6 91.2 55 7.5 7.6
MR_01 60.0 61.9 65.3 90.0 86.6 89.5 2.2 2.7 2.6
MR_02 40.0 32.2 26.2 60.0 60.5 62.9 9.0 12.8 12.4
MM_o01 20.0 12.5 19.1 30.0 19.7 17.0 2.2 1.9 1.9
MM_02 40.0 411 49.9 60.0 91.1 81.3 9.0 9.5 9.2
Rexp’ 106 98 08 97 116 113

Las concentraciones estan dadas en ng mL™". Cada valor de concentracién encontrado se expresa como el valor medio de tres réplicas de preparacion;
MN: muestra de agua de napa subterranea apta para consumo; MR: muestra de agua de red; MM: muestra de agua mineral comercial;
Rexy, valor de recuperacion media, expresado en %.



En la Tabla 3.13 se muestran las cifras de mérito estimadas para el método ana-
litico desarrollado utilizando los diferentes algoritmos quimiométricos para el modelado

de datos de tercer orden.

Tabla 3.13. Cifras de mérito analiticas obtenidas para los diferentes modelos quimiométricos
de datos de tercer orden ?

Cifra de OFL CPF DNF

meérito MCR-ALS?® APARAFAC® MCR-ALS APARAFAC MCR-ALS APARAFAC
SEN 10.4 21.0 2.7 20.0 22.9 83.0
SEL 0.68 0.65 0.21 0.29 0.88 0.30
LOD 0.25 0.20 0.99 0.15 0.12 0.02
LoQ 0.75 0.60 2.97 0.47 0.36 0.08

Valores estimados seglin referencia (Bauza et al., 2012), dado en ng mL™";
Valores estimados seglin referencia (Olivieri et al., 2012), dado en ng mL™".

Adicionalmente, la Tabla 3.14 exponen las cifras de mérito estimadas para el
método analitico desarrollado utilizando los MCR-ALS y PARAFAC para el modelado

de datos de segundo orden.

Tabla 3.14. Cifras de mérito obtenidas para OFL utilizando MCR-ALS y
PARAFAC/APARAFAC para el modelado de datos de segundo y tercer orden

MCR-ALS® PARAFAC #°
Cifra de mérito
Segundo orden Tercer orden Segundo orden Tercer orden
SEN 5.2 10.4 7.6 21.0
SEL 0.23 0.68 0.25 0.65
LOD 0.4 0.25 6.9 0.20
LoQ 1.1 0.75 21.0 0.60

a

Para el modelado de datos de segundo orden se utiliz6 PARAFAC y para el modelado de datos
de tercer orden se utiliz6 APARAFAC;

Valores estimados segun referencia (Bauza et al., 2012);

Valores estimados segun referencia (Olivieri et al., 2012).

[

Es destacable el aumento en los valores de SEN y las mejoras en los LOD y
LOQ observadas para el método analitico utilizando modelado por APARAFAC, en

comparacion con los obtenidos por MCR-ALS, para datos de tercer orden. Ademas, es
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importante destacar el aumento de la SEN vy la drastica reduccion de los LOD y LOQ al
incrementar el orden o dimension de los datos utilizando PARAFAC y APARAFAC
para datos de segundo y tercer orden, respectivamente. Sin embargo, las cifras de
mérito estimadas para datos de segundo y tercer orden modelados con MCR-ALS no
presentaron diferencias notables. Por otro lado, la marcada diferencia entre los valores
de LOD y LOQ obtenidos para MCR-ALS y PARAFAC para datos de segundo orden
radica, principalmente, a la ruptura de la trilinealidad a causa de diferencias en los per-
files temporales de diferentes muestras, inconveniente que puede ser facilmente supe-
rado por modelado con MCR-ALS, pero no con PARAFAC.

Estas observaciones se basan, principalmente, en que el modelado quimiométri-
co de datos de tercer orden utilizando APARAFAC muestra varias ventajas en compa-
racion con MCR-ALS, destacandose la posibilidad de procesar los datos de tercer or-
den en su estructura tridimensional original, es decir, sin necesidad de desdoblar ma-
trices de datos ni utilizar arreglos de datos con dimensiones disminuidas, y a la posibi-
lidad de superar la falta de cuadrilinealidad, lo que lleva consigo una mejora en las
predicciones analiticas y una mejora en las cifras de mérito. Adicionalmente,
APARAFAC explota la ventaja de segundo orden aun en presencia de diferencias en
los perfiles temporales entre distintas muestras, de manera similar a MCR-ALS. En
consecuencia, APARAFAC se muestra como una alternativa adecuada para el proce-
samiento de datos cromatdgraficos de tercer orden, lograndose resultados aceptables
para muestras multi-componentes, aun en presencia de componentes no calibrados.

Se debe mencionar, también, que se utilizo6 PARAFAC2 como algoritmo quimio-
métrico para el modelado de datos, obteniéndose resultados poco satisfactorios en
calidad de los valores de prediccién obtenidos para las muestras de validaciéon y de
agua de consumo. Si bien PARAFAC2 es un algoritmo mas flexible que PARAFAC con
respecto a las diferencias observadas en los perfiles temporales entre diferentes
muestras, no resulta un algoritmo eficiente para el modelado de datos de muestras

multi-componentes en presencia de componentes no modelados (Bortolato et al., 2014).

CONCLUSION

Se analizaron 3 metodologias analiticas diferentes para la generacion de datos
de tercer orden basadas en un procedimiento cromatografico acoplado a deteccion de

matrices de excitacion-emisién de fluorescencia. Se evaluaron los requerimientos ins-
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trumentales para cada metodologia individualmente en virtud de la complejidad, costos
y accesibilidad de equipamiento. Adicionalmente, se realizé un analisis detallado de
los datos generados, evaluandose cualitativamente sus propiedades desde el punto de
vista de trilinealidad y complejidad de analisis en el pre-procesamiento y procesamien-
to de datos. Finalmente, se modelaron los datos generados mediante un algoritmo de
descomposicion trilineal (TLD, PARAFAC), sin realizar etapas de pre-procesamiento,
con el objetivo de evaluar los efectos causados por la pérdida de trilinealidad, y, ade-
mas, se propusieron alternativas de pre-procesamiento y procesamiento de datos que
permitan superar este fenédmeno y asi obtener datos inequivocos.

La Metodologia |, basada en la recoleccion de fracciones a la salida del croma-
tégrafo, requiere de equipamiento de baja complejidad, necesitdndose de un dispositi-
vo que permita la recoleccion de fracciones en placas de ELISA, el que puede ser
construido en el laboratorio de manera simple y econémica. El tiempo consumido para
el andlisis de una muestra estuvo limitado, principalmente, por la etapa de deteccion,
en dependencia a los parametros instrumentales y caracteristicas del espectrofotome-
tro de fluorescencia utilizado. Los datos generados mostraron perfecta trilinealidad
debido a la independencia que presentan los modos instrumentales entre si y en virtud
de la propiedad de bilinealidad/trilinealidad caracteristica que muestran las EEM. Los
resultados obtenidos de la descomposicidn trilineal resultaron altamente satisfactorios,
obteniéndose perfiles temporales y espectrales con extrema similitud a los perfiles
cromatograficos y a los espectros reales, respectivamente. Por otro lado, debido a las
diferencias observadas entre tiempos de retencién de los analitos entre diferentes
muestras, un arreglo de 4-vias mostré falta de cuadrilinealidad. Sin embargo, se de-
mostré que datos cromatogréaficos no cuadrilineales pueden ser correctamente anali-
zados utilizandose los algoritmos quimiométricos APARAFAC o MCR-ALS.

La Metodologia Il se muestra como una alternativa que requiere de un cromaté-
grafo complejo que disponga de inyector automatico y un detector de fluorescencia de
barrido rapido. Debido a que se requiere de un alto nimero de inyecciones por mues-
tra, el tiempo de andlisis para cada muestra es considerablemente elevado y solo pue-
de ser reducido a expensas de una perdida de informacion espectral. Esto se debe a
que el espectro de excitacion, en este caso, se construy6 a partir de las multiples in-
yecciones realizadas a diferentes longitudes de onda de excitacion. Adicionalmente,
esta metodologia demanda un alto consumo de solventes y de muestra a causa de las
multiples inyecciones, ocasionado un gran impacto medioambiental y un aumento con-

secuente de los costos. Se demostrd, ademas, que pequenas diferencias en los tiem-
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pos de retencién entre diferentes corridas cromatograficas para una misma muestra
llevan consigo modificaciones en los espectros de excitacion resultantes, indicandose
una dependencia directa entre ambos modos instrumentales. Este efecto, traducido
como una falta de trilinealidad en los datos de tercer orden, se muestra como un obs-
taculo que debe ser superado para la resolucion del sistema y la obtencién de resulta-
dos inequivocos. Sin embargo, en trabajos encontrados en la bibliografia, no se ha
evaluado el efecto de la falta de trilinealidad por diferencias entre tiempos de retencién
en los perfiles cromatograficos de una misma muestra, si bien se reporta falta de cua-
drilinealidad en un arreglo de 4-vias ocasionado por el mismo fenémeno, ignorandose,
de esta manera, los errores ocasionados por la pérdida de trilinealidad en cada hiper-
matriz individual (Lozano et al., 2013; Montemurro et al., 2016). AqQui, Se propusieron alternativas
de pre-procesamiento de datos que permitirian devolver la trilinealidad de los datos
utilizando, por ejemplo, algoritmos que corrijan las diferencias entre los tiempos de
retencién de una misma muestra. Luego, la pérdida de cuadrilinealidad observada en
un arreglo de datos de 4-vias puede ser facilmente superada mediante el uso de algo-
ritmos quimiométricos como U-PLS/RTL, APARAFAC o MCR-ALS.

Finalmente, se present6 la Metodologia Ill como una nueva propuesta para la
generacién de datos cromatograficos de tercer orden, la que resultaria conveniente
desde el punto de vista instrumental, tiempo de analisis, costos, consumo de solventes
y de muestra e impacto ambiental. Sin embargo, los datos generados mostraron una
alta complejidad en virtud de la fuerte dependencia entre los modos instrumentales
correspondientes a los espectros de excitacion y tiempo de retencién. Desafortunada-
mente, estos datos no pudieron ser analizados con los algoritmos quimiométricos
desarrollados hasta el momento y, adicionalmente, no se encontraron estrategias de
pre-procesamiento eficientes que permitan recuperar la trilinealidad de los datos. De
esta manera, el desarrollo de un nuevo algoritmo quimiométrico que permita el analisis
de este tipo de datos resulta, particularmente, necesario.

Sobre la base de todas las observaciones y resultados obtenidos, /a Metodologia
| se presenta como una alternativa eficiente y sencilla para la obtencién de datos cro-
matografico de tercer orden frilineales.

Utilizando la Metodologia I, se desarrollé un método analitico modelo para la de-
terminacion de 3 f-QUI en agua de consumo, obteniéndose resultados altamente satis-
factorios. Se utilizaron 2 algoritmos quimiométricos diferentes para el modelado de los
datos, MCR-ALS y APARAFAC, realizandose un estudio comparativo en base a las

capacidades predictivas y de cifras de mérito estimadas. Se demostré que es posible
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obtener mejores cifras de mérito utilizando el algoritmo APARAFAC debido, principal-
mente, a que se mantiene la estructura tridimensional original de los datos, a diferen-
cia de MCR-ALS que, al utilizar datos desdoblados, se utilizan datos de dimensiones
inferiores, es decir, datos de segundo orden desdoblados y aumentados en columna.
Finalmente, es importante notar que, a diferencia de los datos cromatograficos
de segundo orden con deteccidén espectral de emision de fluorescencia, con datos
cromatograficos de tercer orden se pueden determinar multiples analitos que presen-
ten grandes diferencias espectrales, debido a que se registran EEM y no espectros de
emisién a una longitud de onda de excitacion de compromiso, pudiendo asi incluir los
maximos de intensidad de todos los componentes de interés y disminuyendo, en con-

secuencia, los niveles de concentracion limites detectables.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

“I have not failed. | have just found 10.000 ways that don't work”
Edison, T. A.

Sobre la base de los resultados expuestos se pueden reportar diferentes obser-
vaciones desde el punto de vista analitico, instrumental y/o quimiométrico. Sin embar-
go, desglosar un método analitico y evaluar las etapas individualmente contradice,
paradojicamente, al concepto de andlisis multivariado. El desarrollo de un nuevo mé-
todo analitico para el analisis de sistemas complejos no requiere de una planificacion
minuciosa de los experimentos o de un procedimiento analitico determinado o de un
andlisis de datos definido, sino que, para evaluar su desarrollo, un método analitico
debe ser evaluado en su conjunto, desde su planificacién hasta la obtencion de los
resultados.

En este trabajo se demostrd que la seleccién del algoritmo para el procesamien-
to de los datos obtenidos para un método analitico determinado depende del propdsito
planteado inicialmente, de la técnica analitica utilizada, del método de deteccién em-
pleado y de las propiedades inherentes del sistema. En otras palabras, no es posible

empezar la evaluacion de un método desde uno de los extremos. Sin embargo, se
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deberd establecer un orden légico que facilite la interpretacion y la comprensién del
analisis.

Para analisis cuantitativo, se desarrollaron métodos analiticos separativos basa-
dos en metodologias de cromatografia liquida de alto rendimiento y electroforesis capi-
lar zonal acopladas a deteccion espectral de emision de fluorescencia y absorcion UV,
respectivamente, para la determinacién de contaminantes emergentes en matrices
acuosas. Se observé que un correcto disefio de experimentos, una evaluacién previa
en detalle del sistema en estudio, la aplicacién del algoritmo adecuado para el mode-
lado quimiométrico de los datos y el desarrollo de una minuciosa estrategia de post-
andlisis resultan una excelente combinacién para superar la complejidad de los siste-
mas en estudio y obtener resultados altamente satisfactorios para el analisis simulta-
neo de diferentes constituyentes presentes en muestras acuosas. Ademas, se demos-
tr6 que para mejorar las propiedades analiticas de un método, por ejemplo, disminuir
los limites de deteccion o aumentar la sensibilidad, es posible utilizar etapas de pre-
concentracion simples o emplear aditivos que permitan la exaltacién de la sefal nativa
de los componentes. Asimismo, es necesario considerar las propiedades del sistema
de calibracion y el modelo matematico empleado a fin de obtener estimaciones realis-
tas de las cifras de mérito analiticas.

Por otro lado, el desarrollo de un método basado en el andlisis por inyeccién en
flujo con generacién de gradiente de pH y modelado de datos de segundo orden per-
mitié concluir que la estrategia instrumental es Gtil no solo para la determinacién de
farmacos en sistemas biol6gicos complejos, sino también, para la obtencién de infor-
macion fisico-quimica acerca del sistema de equilibrio quimico en estudio.

Con otros propositos, se demostré que los modelados quimiométricos de datos
de orden superior permiten analizar y estudiar sistemas biolégicos desde el punto de
vista quimico-conformacional. La combinacién entre una metodologia analitica descrip-
tiva, como espectroscopia infrarroja o dicroismo circular, y un analisis quimiométrico
apropiado permite inferir acerca de los cambios estructurales y el comportamiento de
determinadas macromoléculas bajo perturbaciones externas o procesos de desnatura-
lizacién inducidos. Sin embargo, es importante considerar la necesidad de un analisis
exploratorio previo, a fin de evitar errores en la seleccion del modelo quimiométrico
que pudiesen derivar a una malinterpretacion de los resultados.

En cuanto al uso de datos de tercer orden para fines predictivos, se demostro
que la generacion de los datos de tercer orden no solo depende de la instrumentacion

utilizada o de la técnica analitica seleccionada sino que depende de la disposicion y/o
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configuracion instrumental usada. Se demostré, ademas, que los datos generados
presentan diferentes estructuras y propiedades matematicas que deben ser conside-
radas al momento de seleccionar el modelo quimiométrico a implementar e incluso se
comprobd que es necesario el desarrollo de nuevos algoritmos quimiométricos para el
modelado de datos multidimensionales.

Por ultimo, pero no menos importante, desde el punto de vista quimiométrico, se
puede concluir que no existe un algoritmo Unico que permita la resolucién completa y
absoluta del problema, sino que hay algoritmos que permiten obtener diferente infor-
macion y que existen metodologias que resultan mas adecuadas para el andlisis de un
sistema particular. Se demostr6é que la estructura de los datos multidimensionales ge-
nerados es la primera consideracidén que permite inferir sobre el modelo quimiométrico
a implementar. Sobre estas observaciones se puede concluir que para la seleccién del
algoritmo quimiométrico se debe considerar la estructura de los datos multidimensio-
nales generados y no sobreestimar o pasar por alto sus propiedades matematicas in-
herentes.

Por todo esto, se puede concluir que si bien la Quimiometria es una poderosa
herramienta que permite, entre otras bondades, la obtenciéon de informacién valiosa
acerca de un sistema de estudio, la reduccion de tiempos de analisis y la disminucion
del consumo de reactivos, no puede prescindir del criterio analitico y de la correcta
interpretacion del analista. Ademas, es importante no perder de vista que la seleccién
de la técnica analitica a implementar para el desarrollo de un nuevo método analitico
repercutira sobre la informacién que se obtiene del sistema y condiciona, ademas, el
uso de las herramientas quimiométricas para el analisis. Por consiguiente, y recupe-
rando los conceptos iniciales, “un método analitico debe ser evaluado en su conjunto,
desde su planificacion hasta la obtencion de los resultados’, entendiéndose la interco-

nexién entre las etapas involucradas en todo el procedimiento.
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