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Resumen

El presente trabajo discute los avances que han tenido lugar en los dltimos afios en
el campo del analisis de datos instrumentales multi-via, es decir, datos que pueden
ser organizados en

un objeto matematico de al menos tres dimensiones, cuando se registran para un
conjunto de muestras diferentes. La atencién esta focalizada en calibraciones
analiticas cuantitativas, discutiéndose la generacién de nuevos datos multi-via, asi
como el desarrollo de algoritmos de procesamiento, y la estimacién de cifras de
mérito.

Palabras clave: calibracién multi-via, generacién de datos, algoritmos, cifras de
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Abstract

Recent developments in analytical calibration employing multy-way
instrumental data. The present work discusses the advances which have taken
place in the last years in the

field of multi-way instrumental data analysis, e.g., data which can be organized
into a mathematical object of at least three dimensions, when they are registered
for a group of different samples. Attention is focused on quantitative analytical
calibrations, discussing the generation of new multiway data, as well as the
development of processing algorithms and estimation of figures of merit.
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Introduccion

Un unico dato (escalar) medido para una dada muestra analitica se clasifica como
univariado, mientras que multiples datos instrumentales registrados para una Unica muestra
se consideran multivariados. Cuando los datos multivariados para una muestra pueden
organizarse en una tabla o matriz de datos con dos dimensiones diferentes, o cuando los datos
para un conjunto de varias muestras se pueden organizar en un arreglo tri-dimensional, se
dice que pertenecen a la clase multi-via [1-2,3,4,5,6]. La relacién entre datos univariados,
multivariados y multi-via se ilustra en la Figura 1.

La medicién y procesamiento de datos multi-via conlleva, desde el punto de vista de
la quimica analitica, una serie de ventajas: (1) mayor sensibilidad, derivada del efecto de
promediado del ruido que proviene de multiples medidas de datos redundantes, (2) mayor
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Fig. 1. Hustracion de los diferentes arreglos de datos que pueden construirse para una Unica muestra y para un conjunto de muestras,
y la nomenclatura usualmente empleada para su clasificacion.

selectividad, ya que cada nueva dimensién de los datos provee un grado adicional de
selectividad parcial, y, probablemente lo mas destacado, (3) modelado de la contribucién del
analito a la senal total y su determinacién cuantitativa en presencia de interferencias
potenciales desconocidas, ausentes en las muestras de calibracién [7]. Es dificil exagerar la
importancia de esta dltima ventaja; quizas sea la mayor contribucién de la investigacién de
datos multi-via a la quimica analitica. En términos sencillos, implica que luego de registrar
datos multi-via para muestras de un analito puro, su concentracién puede determinarse en
cualquier muestra futura, sin importar su complejidad o cuantos interferentes potencialmente
contiene. Esta afirmacién puede resultar excesivamente optimista, y quizds existan
limitaciones de indole practica para alcanzar esta ventaja; se trata de cuestiones que
probablemente exijan intensos estudios tedricos y experimentales en el futuro cercano.

La Figura 2 muestra la distribuciéon aproximada del nimero de trabajos publicados
sobre analisis cuantitativos aplicando calibracién multivariada (y multi-via) a datos
registrados mediante una variedad de técnicas. La mayor parte de estos trabajos se basan en
mediciones de espectroscopia molecular, lo cual es razonable, debido a que la quimiometria
analitica moderna comenzé cuando la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) fue
combinada con la regresiéon en cuadrados minimos parciales (PLS) en la década de 1970 [8].
Otras medidas espectrales moleculares tales como absorcion en el UV-visible e infrarrojo
medio, luminiscencia, etc. fueron gradualmente incorporadas en los afios subsiguientes. La
generacién de datos luminiscentes multi-via es de particular importancia por una variedad de
razones: (1) la luminiscencia es méas sensible y selectiva que la absorcién, (2) las matrices de
excitacion-emisién de luminiscencia pueden medirse convenientemente en un Unico
instrumento, y (3) la estructura de los datos luminiscentes es mas sencilla que la de otros
datos multi-via (véase maéas adelante). El campo de investigacion espectral estd aun en
expansion, y es probable que en el futuro cercano la espectroscopia multi-via domine la porcién
del grafico de la Figura 2 en la zona etiquetada como “espectroscopia molecular”.
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Fig. 2. Gréfico de torta que muestra el nimero relativo de trabajos publicados sobre calibracion multivariada, clasificados
de acuerdo con el tipo de datos registrados: espectroscopia molecular, cromatografia, electroquimica y espectrometria
atomica. Dentro de cada porcion, el color mas oscuro corresponde a datos multi-via. Nétese que los datos cromatograficos
pueden involucrar deteccién multivariada espectral (o electroquimica), pero se clasifican como cromatograficos.

En el otro extremo del grafico de torta de la Figura 2, la porcién mas pequena
corresponde, logicamente, a la espectrometria atomica. La razén es simple: la probabilidad de
superposicion de lineas atémicas espectrales es muy baja, y por lo tanto hay poco espacio para
métodos de calibracién multivariada en el mundo atémico. Se conocen muy pocos ejemplos
multivariados [9], y especificamente no hay trabajos publicados que se basan en informacién
espectral atomica multi-via.

El registro de barridos electroquimicos ha dado lugar a un cierto nimero de
trabajos multivariados, los que ocupan una porcién significativa del grafico de torta de la
Figura 2 [10].

Entre estos trabajos, no obstante, hay muy pocas determinaciones basadas en el
registro de datos multi-via.

La cromatografia representa una nueva frontera en la generaciéon y procesamiento
de datos multi-via [11-12,13,14,15]. Los términos “cromatematografia” (chromathography) [15]
y “cromametria” (chromametrics) [16] han sido acuniados para describir la conjunciéon de
cromatografia y quimiometria. La aproximacion tradicional para mejorar la selectividad en
cromatografia ha sido y sigue siendo principalmente experimental (nuevas fases estacionarias,
gradientes de pH, solvente o temperatura, derivatizacion quimica, etc.). Sin embargo, han
aparecido nuevas posibilidades a medida que la cromatografia se ha vuelto bi-dimensional en
si misma, (LC-LC 6 GC-GC) [17,18], y la deteccion ha aportado dimensiones adicionales
[deteccion con arreglo de diodos (DAD) o espectrométrica de masas (MS)]. Esta sera
probablemente un area de activa investigaciéon en la generacién y andalisis de datos multi-via
en los proximos afios, de modo que la porcién de la torta de la Figura 2, hoy ocupada por los
datos cromatograficos, aumentara considerablemente de tamario.
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Nomenclatura
Componentes y muestras

Es importante definir diferentes tipos de constituyentes que pueden existir en una
muestra bajo estudio. Particularmente relevantes son aquellos componentes que generan
sefiales que se superponen con la del analito de interés, y por lo tanto pueden considerarse
como potenciales interferentes. Los constituyentes presentes en el conjunto de muestras de
calibrado se clasifican como “esperados”, debido a que se los incluye en dicho conjunto para
que este sea suficientemente representativo. A su vez, pueden dividirse en “calibrados” y “no
calibrados”, en referencia a si se conocen o no, respectivamente, sus concentraciones en las
muestras de calibrado. Por otro lado, los constituyentes que solamente estan presentes en una
muestra desconocida se conocen normalmente como “inesperados”. Estos tultimos podrian no
producir una verdadera interferencia, en el sentido de generar un error sistemdatico en la
determinacion del analito [19]. Sila interferencia sera real o sélo permanecera en el terreno
de lo potencial depende del tipo de datos que se analizan y del éxito logrado por la
aproximacién multi-via que se aplique.

Tipos de calibracion

Dependiendo del arreglo instrumental que se emplee, son posibles varias
estructuras para los datos instrumentales registrados (Figura 1). Estas estructuras pueden
describirse de acuerdo con su numero de vias, que es numéricamente igual al nimero de
dimensiones de un arreglo compuesto por datos registrados para un conjunto de muestras. Asi,
la clasica calibracién univariada opera con datos de una via (un escalar por muestra, un
vector o arreglo de una via para un conjunto de muestras), mientras que la bien conocida
calibracion NIR/PLS procesa datos de dos vias (un vector espectral por muestra, una matriz o
arreglo de dos vias para un conjunto de muestras). Estructuras mas complejas que estas
corresponden al campo multi-via: los datos de tres vias para un conjunto de muestras
provienen de la medicion de matrices por muestra, los de cuatro vias provienen de arreglos tri-
dimensionales por muestra, y los de cinco vias de arreglos tetradimensionales por muestra
(Figura 1).

Existe una descripcion alternativa basada en el concepto de “orden”, que se basa en
el nimero de dimensiones del arreglo de datos colectado para cada muestra. La calibracién
univariada de una via es equivalente a la calibracién de orden cero, y lo propio es cierto para
los pares de calibraciones de dos vias/primer orden, tres vias/segundo orden, cuatro vias/tercer
orden, cinco vias/cuarto orden, etc. El concepto de orden se emplea en la expresion popular
“ventaja de segundo orden” [7], que es la propiedad antes mencionada que permite determinar
analitos en presencia de constituyentes inesperados en una muestra.

Algoritmos multi-via
Tres vias

Los algoritmos disponibles para el analisis de datos de tres vias pueden clasificarse
de acuerdo a su estructura interna, en las siguientes clases: (1) solucién de un problema de
autovalores, (2) regresion por cuadrados minimos directos, (3) cuadrados minimos alternantes
(ALS) trilineales, (4) ALS no trilineales, o (5) regresién en variables latentes. En la Tabla I se
muestra un resumen adecuado.
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Para la correcta aplicacion de estas metodologias al analisis de datos de tres vias,
es importante establecer si existen relaciones especificas entre los perfiles de los diferentes
componentes de las muestras a lo largo de cada una de las dimensiones de los datos. Una
propiedad de gran importancia en este sentido es la asi llamada trilinealidad, que puede
definirse de manera no matematica como sigue: un conjunto de datos de tres vias se considera
trilineal si el comportamiento de un dado constituyente se puede describir mediante una
relacién lineal con cada uno de sus perfiles en las dimensiones de los datos, y dicho perfil es
Unico y comun a todas las muestras. Un ejemplo popular de datos trilineales son los de
excitacién-emisiéon de luminiscencia.

La violacion del principio enunciado anteriormente produce desviaciones de la
trilinealidad [4]. La causa mas comun de pérdida de la trilinealidad es la variacién de los
perfiles de los componentes en una de las dimensiones de los datos entre muestra y muestra,
un fenémeno usual en datos multi-via de origen cromatografico (ver mas adelante). Un caso
particular lo constituyen los datos de espectrometria de masas bidimensionales (MS-MS), que
son intrinsecamente no trilineales, porque el espectro de masa de un fragmento depende de su
posicién en el espectro madre.

Como se resume en la Tabla I, algoritmos que requieren trilinealidad de los datos
son los que pertenecen a los siguientes grupos: (1), aniquilacién generalizada de rango
(GRAM) [20] v descomposicién trilineal directa (DTLD) [21], (2) cuadrados minimos bilineales
(BLLS) [22], v (3) analisis de factores paralelos (PARAFAC) [23] y sus variantes, como la
descomposicién trilineal (TLD) alternante auto-ponderada (SWATLD) [24] y la TLD
alternante penalizada (APTLD) [25].

Tabla I. Clasificacién de algoritmos de procesamiento
para juegos de datos de tres y cuatro vias.

Grupo Estructura interna Multi-linealidad Algoritmo® Vias Ref.
(1) Autovalores Trilineal GRAM 3 22
DTLD 3 23
(2) Cuadrados minimos Multi-lineal BLLS/REL 3 24
directos TLLS/RTL 4 28
(3) Cuadrados minimos Multi-lineal PARAFAC 3,4v5 25
alternantes trilineales SWATLD 3 26
APTLD 3 27
APQLD 4 36
AWRCGQLD 4 27
(4) Cuadrados minimos No-trilineal MCR-ALS 3 28
alternantes no trilineal PARAFAC?2 3 29

(B) Variables latentes U-PLS/RBL 3 32,33
N-FLS/EBL 3 32
No-multilineal U-PLS/RETL 4 38
N-PLS/ETL 4 a8
U-PLS/RQL 5 a8

* Ver el texto para mas detalles sobre las siglas.

La pérdida de la trilinealidad puede ser tolerada por algoritmos alternativos.
Cuando se producen cambios en los perfiles, las alternativas disponibles son las del grupo (4),
resolucién multivariada de curvas acoplada con ALS (MCR-ALS) [26] y PARAFAC2 [27]. Para
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otros sistemas analiticos que muestran desviaciones de la trilinealidad, esta disponible el
grupo (5): PLS desdoblado y multi-via (U-PLS y N-PLS) [28,29] Es importante notar que los
algoritmos pertenecientes a los grupos 1, 3 y 4 logran en forma natural la ventaja de segundo
orden, ya que sus modelos internos son capaces de descomponer la contribucién de los
potenciales interferentes de la de los analitos a la sefial total. En los grupos 2 y 5, sin embargo,
el logro de esta ventaja es una actividad post-calibracién. La muestra incégnita se somete a un
procedimiento conocido como de bilinealizacién residual (RBL), que separa la porciéon de la
senial que puede explicarse mediante la calibracién, de la contribuciéon de los potenciales
interferentes, dando lugar a la metodologia hibrida BLLS/RBL [24], y a las mas flexibles U-
PLS/ RBL y N-PLS/RBL [30,31].

Existen métodos adicionales para estudiar sistemas con relaciones no lineales entre
sefial y concentracién, pero son de uso mas limitado [32,33].

Cuatro vias

En este caso las metodologias disponibles pertenecen a dos clases diferentes, que
pueden homologarse a los grupos 3 y 5 de la seccién anterior: cuadrados minimos alternantes
cuadrilineales (grupo 3) y modelos de variables latentes no cuadri-lineales (grupo 5) (ver Tabla
I). El modelo cuadri-lineal PARAFAC es en realidad de tipo multi-via, pudiendo aplicarse a
cualquier nimero de vias. Existen también variantes complementarias de PARAFAC, tales
como la descomposiciéon cuadri-lineal alternante penalizada (APQLD) [34] y la alternante
ponderada con restriccién residual (AWRCQLD) [35]. Estas metodologias pueden aplicarse
s6lo cuando los datos cumplen con la condicién de cuadri-linealidad, que implica que las
senales de los constituyentes de las muestras pueden describirse por una relacién lineal con
los perfiles en cada dimensidn, y que estos perfiles son comunes a todas las muestras.

Para tratar ciertas desviaciones de la cuadri-linealidad, se han desarrollado
modelos basados en estructuras latentes. Si se pretende lograr la ventaja de segundo orden,
estos modelos deben acoplarse con la tri-linealizacion residual (RTL), que es la extension
natural de la RBL hacia una dimension adicional, dando lugar a las regresiones en cuadrados
minimos desdoblados y multi-via acopladas a RTL (U-PLS/RTL, N-PLS/ RTL) [38]. También
existe la técnica hibrida de regresion en cuadrados minimos trilineales acoplada a RTL

(TLLS/RTL) [36].

Cinco vias

Como se explic6 anteriormente, PARAFAC es un modelo generalizado que puede
aplicarse a datos con cualquier nimero de vias, en el presente caso con la salvedad de que los
datos deben ser penta-lineales. Un trabajo muy reciente describe un algoritmo alternativo que
combina UPLS con cuadri-linealizacién residual (RQL), procedimiento desarrollado como
extensiéon de RBL y RTL hacia una dimensién mas [37]. Es natural esperar que en los
préximos anos se produzcan nuevos desarrollos en este campo, motorizados por el progreso en
el acoplamiento en tandem de instrumentos. Por lo tanto, es muy probable que la Tabla I se
expanda para acomodar nuevos algoritmos.
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Software

Existen pocos programas comerciales para analisis multi-via. El software mas
poderoso, sin embargo, esta disponible libremente en internet, aunque se encuentra
fundamentalmente en forma de cédigos de MATLAB [25], cuya implementaciéon practica
requiere cierta habilidad en programacién. En este sentido, se han desarrollado interfaces
graficas, que son utiles para hacer disponibles las herramientas informaticas a la comunidad
analitica [38-39,40], y constituyen la mejor manera de popularizar la calibracién multivia en el
mercado analitico. La Tabla II muestra una variedad de coédigos libres de MATLAB que
pueden emplearse para el procesamiento de datos multi-via.

Generacion de datos
Tres vias

En este caso la aproximacién clasica, todavia hoy en boga, consiste en registrar
matrices de excitacién-emision de fluorescencia. Estas mediciones pueden efectuarse
convenientemente en un Unico instrumento, las sefiales son sensibles y selectivas, y los datos

son trilineales, de modo que todos los algoritmos disponibles pueden aplicarse para su estudio
[41].

Tabla II. Software libre para procesamiento de datos multi-via.

Nombre Algoritmois) | Ref. | Pagina webb

The N-way toolbox PARAFAC 25 | http://www.models. life. ku.dk/algorithms
PARAFAC?Z
GRAM
DTLD
U-PLS
N-PLS
MCE graphical interface MCE-ALS 40 | http://www.merals.info

GUIPRO graphical interface | MCR-ALS 41 | http://personal.ecu.edu/gemperlinep
MVC2 graphical interface PARAFAC 42 | www.chemometry.com

APTLD
SWATLD
BLLS/EBL
U-PLS/RBL
N-PLS/REBL
MVC3 graphical interface PARAFAC = | www.chemometry.com
APQLD
AWRCQLD
TLLS/RTL
U-PLS/RETL
N-PLS/RETL

a En preparacion.
b Todas las paginas fueron visitadas en Diciembre de 2011.
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Los avances mas recientes en el registro de datos luminiscentes de tres vias que
vale la pena mencionar se han dado merced al empleo de: (1) fases sélidas como soporte para
los analitos, tales como membranas de nylon [42,43], o (2) técnicas de inyeccién en flujo, en las
que el flujo se detiene cuando la muestra alcanza la celda de deteccién, y se miden matrices de
excitacién-emisién de luminiscencia. Dado que en este Gltimo caso no hay separacion fisica de
los componentes, la selectividad es provista por el algoritmo de calibracién de tres vias. Se ha
aplicado esta metodologia usando diferentes fases sensoras dentro de la celda, tales como
polimeros de impronta molecular [44], particulas de silica gel C18 [45] y polvo de nylon
[46,47].

Otros datos de tres vias que pueden generarse en un Uunico instrumento consisten
de espectros de absorcion UV-visible (usualmente mediante DAD) o de emisién de
fluorescencia, modulados en funcién de: (1) el tiempo de reaccidén en experimentos cinéticos, o
(2) pH en experimentos de gradiente de pH [1,6]. Este tipo de datos no ha sido explotado
exhaustivamente, pero constituye un modo sencillo de generar arreglos de tres vias.

La busqueda de nuevas sefiales espectroscopicas de tres vias ha continuado, con
interesantes posibilidades tales como el decaimiento temporal de luminiscencia sensibilizada
de lantanidos [48] y la evolucién temporal de quimioluminiscencia [49]. El reciente desarrollo
de detectores del tipo DAD en el rango espectral NIR [50] puede impulsar la generacién de
datos de tres vias de interés industrial.

Otra alternativa para la generaciéon de datos de tres vias es el acoplamiento de
instrumentos en tandem. Un cromatdgrafo con deteccion DAD, de fluorescencia de barrido
rapido o espectrométrica de masas produce datos de tres vias: para una dada muestra, la
primera dimensién es el tiempo de retencién provisto por el cromatédgrafo, y la segunda es la
dimensién de la deteccion multivariada [4].

En este campo aparece un interesante problema quimiométrico: cuando los perfiles
cromatograficos de los componentes cambian de experimento en experimento en la dimension
del tiempo de retencién (ya sea en forma y/o en posicién del maximo), los datos dejan de ser
trilineales. Este problema puede atacarse de dos modos diferentes; (1) corrigiendo los cambios
temporales y sincronizando los cromatogramas con un algoritmo apropiado, o (2) aplicando

una metodologia de calibraciéon capaz de modelar dichos cambios, tales como MCR-ALS o
PARAFAC?2 [4].

La deteccion fluorescente de barrido rapido en cromatografia es conveniente debido
a su mayor sensibilidad respecto de la absorcion UV-visible. Datos de tres vias de LC-
fluorescencia se han empleado para la determinacién de: (1) diez hidrocarburos policiclicos
aromaticos en muestras acuosas en presencia de interferentes mediante MCR-ALS [51], (2)
ocho fluoroquinolonas en muestras con y sin interferentes usando PARAFAC y N-PLS/RBL
luego de sincronizar los cromatogramas [52], y (3) los marcadores neopterina, biopterina,
pterina, xantopterina e isoxantopterina en muestras de orina humana en presencia de
interferentes usando MCR-ALS [53].

Finalmente, se han publicado pocos ejemplos electroquimicos de tres vias. Estos se
refieren a la determinacién de: (1) pesticidas mediante medidas cinéticas de adsorcién en
voltamperometria de onda cuadrada en el modo stripping [54], (2) plomo en muestras con
interferentes mediante datos temporales potencial-pulso usando voltamperometria diferencial
de pulso [55], y (3) tioles por cromatografia liquida con deteccién mediante rampas lineales de
potencial [56]. En este campo se observaran avances significativos a medida que la deteccién
electroquimica se haga mas popular en cromatografia.
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Cuatro vias

El registro de la evolucién temporal de matrices de excitacion-emisiéon de
luminiscencia es una manera conveniente de producir datos de cuatro vias en un tunico
instrumento. Un ejemplo es la mediciéon de matrices de fosforescencia en funcién del tiempo de
decaimiento en muestras enfriadas a la temperatura de helio liquido, y su posterior modelado
mediante PARAFAC de cuatro vias para la determinacién de 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina en muestras ambientales complejas [57].

El seguimiento de cinéticas de reaccién ha sido mas estudiado. Por ejemplo, la
oxidacién con permanganato ha dado lugar a las siguientes determinaciones: metotrexato y
leucovorina en orina mediante PARAFAC [58], TLLS/RTL y U-PLS/RTL [38], acido félico y
metotrexato en orina mediante PARAFAC y N-PLS [59], y en suero mediante U-PLS/RTL [60],
y acido folico en presencia de sus dos metabolitos, los acidos 4cido tetrahidrofélico y 5-
metiltetrahidrofélico mediante U-PLS/RTL y N-PLS/RTL [61]. Hidr6lisis en medio alcalino
permitié andlisis similares de cuatro vias: procaina y su metabolito el acido p-amino benzoico
en suero equino mediante NPLS/ RTL [62] y una variante de PARAFAC [36], carbaril en
efluentes [63] y carbaril y 1-naftol en muestras de agua en presencia de potenciales
interferentes [64]. La reacciéon de Hantzsch se utilizé6 para cuantificar malonaldehido en
aceites de oliva, usando una variante no lineal de PARAFAC y una red neuronal acoplada con
RTL [65]. Finalmente, las cinéticas de la induccién fotoquimica de fluorescencia y su
degradacion fotocatalitica fueron procesadas por PARAFAC de cuatro vias para el analisis de
varios pesticidas no fluorescentes [66] y de mezclas ternarias de hidrocarburos policiclicos
aromaticos respectivamente [67].

El acoplamiento en tandem de cromatografia bidimensional con deteccion
multivariada da también lugar a datos de cuatro vias. En los experimentos de GC, los
corrimientos de los tiempos de retencién son poco comunes, de modo que los algoritmos cuadri-
lineales pueden aplicarse directamente. A modo de ejemplo, puede citarse la medicién de la
composicién porcentual de mezclas de biodiésels y diésels convencionales, mediante modelos
PLS de creciente grado de complejidad aplicados a datos de GC con deteccién MS: (1) datos GC
unidimensionales con deteccion de un unico 16n (dos vias), (2) datos bidimensionales GC-MS y
GC-GC con deteccién de un Unico i6n (tres vias) y (3) datos completos GC-GC-MS (cuatro vias)
[68]. Las cifras de mérito mejoraron notablemente al pasar de los modelos de dos vias a los de
tres vias, pero no cambiaron en forma significativa al pasar a los de cuatro vias.

En algunos casos se requirieron correcciones a los tiempos de retencién. Por
ejemplo, durante el estudio de extractos metabdlicos aislados de células de levadura que
metabolizan glucosa por fermentacién, o etanol por respiracién, con el objeto de obtener
relaciones de concentraciones de metabolitos [69], se aplicé un algoritmo para la alineacién de
tiempos de retenciéon basado en lograr coincidencias entre los picos de un dado 16n [70].

En el caso de la cromatografia liquida bidimensional (LC-LC), los problemas de
corrimientos en los tiempos de retencién pueden resolverse dividiendo el cromatograma en
pequenas regiones temporales, empleando luego algoritmos cuadri-lineales. Esta estrategia se
utilizé en analisis metabdlicos de datos de LC-LC-DAD de cuatro vias mediante PARAFAC,
permitiendo el estudio cuantitativo de un nimero importante de compuestos indélicos en
plantulas de maiz [71].

En un reciente estudio metabolico mediante LC-LC-DAD, los datos originales de
cuatro vias se desdoblaron en datos de tres vias, concatenando las matrices LC-LC en vectores
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a cada longitud de onda. Estas matrices se procesaron luego mediante MCR-ALS, que permite
cambios en los tiempos de retencién [72].

En el futuro cercano, la generacién de datos de cuatro vias, particularmente en
cromatografia, recibira un fuerte impulso. El potencial de la cromatografia bidimensional,
junto con el poder de resolucién de la deteccién basada en MS sera seguramente explotado en
muestras de complejidad creciente.

Merece notarse que el desdoblado de datos de cuatro a tres vias lleva a una
disminuciéon de la sensibilidad en comparacién con el procesamiento de los datos en su
estructura original. Esto requiere, previamente, sincronizar los cromatogramas
bidimensionales en las dos dimensiones temporales. Es evidente que se necesitan estudios
adicionales en el alineamiento de cromatogramas multi-dimensionales.

Cinco vias

Se ha publicado un unico trabajo en este campo, basado en medidas de la evolucién
cinética y en funcién del pH de matrices de excitacidénemision de fluorescencia durante la
hidrélisis del pesticida carbaril para producir 1-naftol [39]. Estos datos permitieron la
resolucién de mezclas de carbaril y potenciales interferentes no calibrados, mediante un nuevo
algoritmo de estructura latente llamado U-PLS/RQL. Para la aplicacion de PARAFAC, la
naturaleza de los datos requirié que los arreglos de cinco vias originales fueran desdoblados a
arreglos de cuatro vias, concatenando las dimensiones de pH y tiempo, debido a que los datos
no puede describirse usando perfiles tinicos e independientes para cada componente en estas
dos dimensiones, ya que la cinética de hidrélisis es pH-dependiente. En este caso particular, la
mayor sensibilidad se obtuvo mediante el algoritmo U-PLS/RQL, que mantuvo la estructura
original de los datos.

Es importante disponer de algoritmos para el procesamiento de este tipo de datos,
asi como conocer sus ventajas y desventajas relativas. En el futuro, se veran nuevos
desarrollos en la generacion de datos cromatograficos multi-via, acoplando cromatografia y
deteccion multi-dimensionales. Por ejemplo, la cromatografia LC-LC 6 GC-GC con deteccién
MS-MS produciria datos de cinco vias. Dado que los datos MS-MS son intrinsecamente no
bilineales, es evidente que se requeriran nuevos algoritmos no multi-lineales para procesar
estos juegos de datos.

Cifras de mérito

En calibracién de una y dos vias, la estimacién de cifras de mérito esta firmemente
establecida, como lo documentan informes técnicos oficiales de la Unidén Internacional de
Quimica Pura y Aplicada IUPAC) [73,74]. Probablemente la cifra de mérito mas importante
sea la sensibilidad, ya que esta constituye un ingrediente basico en las expresiones que
permiten la estimacién de las restantes cifras: sensibilidad analitica, selectividad, limite de
deteccién, limite de cuantificacién e incertidumbre en la prediccién [75]. La sensibilidad puede
definirse como el cambio en respuesta (neta) para un dado cambio en concentraciéon de analito.
Mientras en la calibracién univariada la sensibilidad esta dada por la pendiente de la recta de
calibrado [73], en calibracién de dos vias se ha desarrollado una expresiéon analoga basada en
el concepto de sefial neta del analito (NAS) [76]. La NAS es la porciéon de la senal total que
puede adjudicarse al analito de interés de manera univoca, y por lo tanto la pendiente de la
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recta de calibrado seudo-univariada (NAS vs. concentracién) constituye una definicion
razonable de la sensibilidad.

Sin embargo, en el campo de los datos de tres vias, se intentd inicialmente aplicar
el concepto de NAS, pero se encontraron dificultades en su interpretacion, debido al desarrollo
de definiciones conflictivas de la NAS. Por ejemplo, en el marco del modelo PARAFAC, se
dedujeron dos expresiones diferentes, una por Messick, Kalivas y Lang (MKL) [77] y otra por
Ho, Christian y Davidson (HCD) [78]. Estas expresiones condujeron a dos valores de
sensibilidad diferentes, sin razén aparente alguna. La diferencia fue resuelta al demostrarse
que tanto la definicion MKL como la HCD son casos especiales de una definicién general de la
sensibilidad de PARAFAC (FO, por Faber y Olivieri) [79]:

SENFO = Sn{[(BcalT PB,unx Bcal) * (Ccal T PC,unx Ccal)]il}nn -172 (1)

donde s es la sefial del analito puro a concentracién unitaria, Bea y Ccal son dos matrices que
contienen los perfiles de los analitos calibrados en las dos dimensiones de los datos, *’ es el
producto matricial de Hadamard, el subindice ‘nn’ denota el nésimo elemento diagonal de una
matriz, v Punxy Pcunx son las siguientes matrices de proyeccién:

PB,unx =1- Bunx Bunx +Z (2)
PC,unx = I — Cunx Cunx + (3)

donde I es una matriz unitaria, Bunx y Cunx contienen los perfiles de los componentes
inesperados, y el superindice '+ denota la operacién inversa generalizada. En ausencia de
potenciales interferentes, las matrices de las ecuaciones (2) y (3) son unitarias, y la expresién
(1) se reduce a la ecuacion MKL:

SENMKL = 8 {[(Bear T Beal) * (Cear T Ceal)]hnn ~1/2 (4)

Por otro lado, cuando sdlo existe un tUnico analito calibrado en presencia de
interferentes potenciales, la ecuacién (1) se reduce a la expresiéon HCD:

SENucD = sn {[(BT B) “nn [(CT C)nn 12 5)

donde las matrices B y C contienen todos los perfiles, tanto de componentes calibrados como
de inesperados:

B= [Bcal | Bunx] (6)
C= [Ccal | Cunx] (7)

La exactitud de la ecuaciéon (1) ha sido probada mediante simulaciones exhaustivas
de Monte Carlo, habiéndose comprobado también que provee valores realistas en sistemas
experimentales. Los calculos de sensibilidad basados en la ecuacién (1) han sido incorporados
en una interfaz grafica para calibracién de tres vias [42].

Para el algoritmo PARAFAC, la sensibilidad permite definir en forma precisa la
selectividad, la incertidumbre en la concentracién y los limites de detecciéon y cuantificacién.
La cuestion no estéd completamente resuelta en el caso de MCR-ALS o en las metodologias
hibridas que emplean RBL, aunque se han producido algunos avances [33].
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La extension de la exitosa aproximacién de tres vias hacia cuatro o mas vias ha
sido problematica [80]. S6lo recientemente se ha desarrollado una expresién para PARAFAC,
que parece funcionar razonablemente bien en el caso de cuatro vias (y presumiblemente para
mayor numero de vias), pero requiere ser comprobada en sistemas simulados y experimentales
adicionales [81]. Restan determinar las consecuencias referentes a las restantes cifras de
mérito.

Finalmente, se conoce muy poco acerca de la sensibilidad de los algoritmos que
emplean RTL o RQL, aunque seguramente se veran nuevos desarrollos en los préoximos anos.
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