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minimos cuadrados parciales
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Judith Amador Hernandez !, Miguel Velazquez Manzanares *, Eustacio Ramirez Fuentes *, Ma. Nieves Trujillo
Tapia ', Manuel Valdez Juarez?

! Ingenieria Ambiental, Universidad del Mar, Ciudad Universitaria S/N, 70902 Puerto Angel, Oaxaca, México.
2 Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca, Oaxaca, México

RESUMEN

Se desarrolld6 un método sencillo y selectivo para la determinacién espectrofotométrica del herbicida
metamitrona en presencia de materia organica e hierro, cuyas interferencias fueron eliminadas mediante la
Regresion por Minimos Cuadrados Parciales Tipo I. EI modelo de calibracion se construy6 a partir de una serie
de 21 muestras, con concentraciones que oscilaron en el intervalo de 0 a 15 ug mL™ de metamitrona, de 0 a 400
ug mL™ de la sal sédica de &cidos himicos y de 0 a 50 ug mL™ de sulfato férrico. Para una serie de 15 muestras
de validacion se estimd un porcentaje de recuperacion de 95 = 6 %, con un error estandar de prediccién de 0.6,
utilizando un intervalo espectral de 251 a 350 nm, datos centrados sobre la media y dos factores, para la
construccién del modelo de calibracion. Finalmente, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 90 + 11 % en el
analisis de lixiviados acuosos fortificados con metamitrona, provenientes de un suelo franco arcilloso, con un
contenido de carbono organico del 17 %.
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ABSTRACT

An easy and selective spectrophotometric method was developed for the determination of metamitron in
presence of organic matter and iron, which interferences were eliminated by Partial Least Squares Regression
Type I. The calibration model was constructed from a series of 21 samples, which concentrations varied in the
range from 0 to 15 ug mL™* of metamitron, from 0 to 400 ug mL? of humic acid sodium salts and from 0 to 50
ug mL? of ferric sulfate. For a series of 15 validation samples, a 95 + 6 % of mean percentage recovery and a
standard error of prediction of 0.55 were obtained, through a calibration model constructed with two factors from
251 to 350 nmas wavelength interval, mean centering data. Finally, a mean recovery percentage of 90 + 11 %
was obtained in the analysis of aqueous leachates fortified with metamitron, obtained from a sandy loam soil
with an organic content of 2.5 %.

Keywords : metamitron, UV-visible spectrophotometry, leachates, PLS-1

Para citar este articulo: Amador Hemandez J, Velazquez Manzanares M, Ramirez Fuentes E, Trujillo Tapia MN, Valdez Juarez M.
Determinacion espectrofotométrica de metamitrona en lixiviados de suelo mediante regresidn por minimos cuadrados parciales.Bistua
.2011;9(2):31-38

+Autor para el envio de correspondencia y la solicitud de separatas: Judith Amador Heméndez.Ingtituto de Biotecnologia, Universidad del
Papaloapan, Circuito Central 200, Col. Parque Industrial, 68301 T uxtepec, Oaxaca, México . jamador @unpa.edu.mx

Recibido: Septiembre 02 de 2009 Aceptado: Abril 30 de 2011

Bistua 2011 Vol 9(2):3138 . Amador Hernandez J et al.Determinacion espectrofotométrica de metamitrona en lixiviados de suelo mediante

ISSN 0120-4211 31-38


mailto:jamador@unpa.edu.mx

B\
)

%=/ Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas Vol 9(1):31-38 ,(2011)

32

INTRODUCCION

La metamitrona (MET), cuyo nombre segin la
IUPAC es 4-amino-4,5-dihidro-3-metil-6-fenil-
1,2,4-triazin-5-ona, fue registrada por Bayer en la
década de los 70’s, bajo el nombre comercial de
Goltix®. Utilizada fundamentalmente en el cultivo
de cafia de azlicar como herbicida de uso pre-y
post-emergente, se comercializa actualmente en
mas de 25 paises, entre ellos Alemania, Francia,
Holanda, Reino Unido y Bélgica (Heriet al, 2008).

La MET es absorbida por las plantas a través del
follaje y las raices. Una vez incorporada, es
translocada rapidamente a cloroplastos, inhibiendo
el fotosistema Il de la fotosintesis. Puede usarse de
manera segura a una dosis de 28 a 7.0 Kg de
ingrediente activo por hectérea, en todos los estados
de desarrollo de los cultivos. Igualmente puede
aplicarse sola o en combinacion con profam,
cloroprofam, fenuron y fenmedifam. La toxicidad
de MET en humanos, mamiferos y peces es baja.
Su LDsp oral aguda para ratas macho es 3 343 mg
kg™, para ratas hembra de 1 832 mg kg™ y para
ratones de 1 450 a 1 463 mg kg'l. La LCsg a las 96
horas en peces dorados es mayor a 100 mg L™, para
canarios es mayor a 1 000 mg kg™ diariamente.
MET no es toxica para las abejas (Matolcsy et al,
1988).Debido a que la metribuzina es el compuesto
mas representativo de las triazinonas, MET ha sido
menos estudiada hasta ahora. Entre los métodos
analiticos propuestos para su cuantificacion,
destacan  principalmente los métodos  por
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
orientados a la determinacion de grandes grupos de
compuestos, como es el caso del método propuesto
para la cuantificacion de 320 plaguicidas vy
metabolitos en sangre (Dulaurent et al, 2010), o el
método descrito para determinar un centenar de
plaguicidas en aceite de oliva (Hernando et al,
2007). Sin embargo, son relativamente pocos los
métodos  propuestos para su cuantificacion
individual, como es el caso del trabajo reportado
por Geerdink (1991) mediante cromatografia de
liqguidos, métodos electroquimicos (Arranz et al,
1989; Arranz et al, 1997) o espectroscopicos
(Moros et al, 2006a; Moros et al, 2006b).

También son pocos los estudios publicados sobre
este compuesto quimico y su interaccién con el
medio ambiente. Por ejemplo, se ha abordado la
adsorcion y persistencia de este herbicida en suelos
(Autio et al, 2004; Coquet, 2003; Coquet et al,
2004; Cox et al, 1996a; Cox et al, 1997), su
degradacién en agua 0 suelo por reacciones
fotoquimicas (Albrechtsen, 2001; Cox et al, 1996b;
Palm et al, 1997; Mansour et al, 1997), o su efecto
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sobre diversos organismos (Jensen et al, 1999;
Volkmar, 2003; Willoughby, 2003).

En nuestro grupo de Ingenieria Ambiental existe el
interés de estudiar los procesos de adsorcion o
lixiviacién en suelos de la region, para lo cual
resulta necesario desarrollar nuevos métodos para la
cuantificacién de MET, rapidos, robustos y de bajo
costo, sin detrimento de la exactitud y selectividad
en los resultados. Por ello, en este trabajo se
propone un método espectrofotométrico para
determinar MET en lixiviados. Ante la presencia de
graves interferencias en la sefial por la presencia de
hierro y materia orgénica, se aplica la Regresion
por Minimos Cuadrados Parciales Tipo | (PLS-1)
en lugar de estrategias de separacion, para
simplificar el proceso analitico.

METODOLOGIA

Equipo

Se utiliz6 un espectrofotdémetro UV-Vis marca
Beckman, modelo DU530, acoplado a una PC para
la adquisicion y almacenamiento de datos mediante
una interface RS232. Para la representacion vy
tratamiento de datos se utilizaron los paquetes
Microcal Origin v. 5.0 de Microcal Software Inc.,
STATISTICA °99 Edition de StatSoft Inc. y
Pirouette v. 3.11 de Infometrix Inc.

Para la obtencion de los lixiviados acuosos se
utilizé un sonicador marca Branson, modelo 550R-
DTH, con controladores de tiempo de exposicion y
temperatura. La separacion preliminar del suelo se
llev6 a cabo a través de una centrifuga marca
Hettich, modelo EB21. Igualmente, se utilizd un
pHmetro marca ThermoOrion, modelo 920,
provisto de un electrodo de pH tipo Ross, marca
ThermoOrion.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado
analitico. MET fue calidad de plaguicida para
analisis, de Riedel de H&en, mientras que la sal
sodica de acidos humicos (NaHu) fue de Aldrich y
el sulfato férrico (Fe,(S0O4)3) de Sigma. El agua fue
grado ultrapura, la cual se obtuvo mediante un
purificador modelo EASYPureUV, de Barnstead.
Se prepar6 una disolucion patron de MET de 250
mL a una concentracion de 50 ug mL? en agua. La
disolucién se almacen6 a 4°C aproximadamente y
fue estable durante al menos un mes. A partir de
ella, se prepararon las disoluciones de trabajo
diariamente por dilucion adecuada.

Para el andlisis cualitativo de hierro en los
lixiviados, se prepar6 una disolucion de
ferrocianuro potéasico (K4[Fe(CN)g]*3H,0) al 10%
p/V y una disolucion saturada de tiocianato
potésico (KSCN), ambas en agua.
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La filtracién de las muestras se realizo a través de
membranas de nylon de 0.2 um de tamafio de poro,
marca Whatman. Para amortiguar el pH de las
disoluciones, se preparé una disolucién tampén de
fosfatos (HsPOs/KH,PO,) 2 mol L' pH 2.0.
También se prepar6 una disolucién de A&cido
clorhidrico (HCl) 1 mol L? para acidificar las
muestras a pH 2 y precipitar los acidos himicos.
Procedimiento

Para la serie de muestras de calibracion, se
prepararon disoluciones con tres componentes,
cuyas concentraciones variaron en el intervalo de 0
a 15 ug mL™ para MET, de 0 a 400 ug mL™ para
NaHu y de 0 a 50 ug mL™ para Fe,(SO,); (véase
cuadro 1), siguiendo un diagrama ternario para
mezclas. También se preparé una serie de muestras
de validacion, cuya composicion se describe en el
cuadro 2.

Para la preparacién de estas muestras, en vasos de
precipitados de 25 mL se mezclaron volimenes
adecuados de las disoluciones patron de MET,
NaHu y Fey(SOy4)s, asi como HCI 1 mol L hasta
alcanzar un pH 2. Cada una de las muestras se filtro
a través de una membrana de nylon, y los filtrados
se transfirieron a matraces volumétricos de 25 mL,
donde se mezclaron con 25 mL de la disolucion
tampdn de H3PO,/KH,PO, y agua ultrapura hasta
completar el volumen. Los espectros de absorcion
se registraron frente a un blanco reactivo, en el
intervalo de 200 a 400 nm, con una resolucion de 1
nm.Para la preparacion de lixiviados, se tomaron
muestras de 5 g de suelo previamente tamizado a
través de una malla de 2 mm de didmetro, triturado
y homogenizado en un mortero. Las muestras se
colocaron en vasos de precipitados, se afiadieron 30
mL de agua a cada una y se sonicaron por 90
minutos a 25°C. Después de la extraccién, se
centrifugaron por 15 min a 5 000 rpm y se
acidificaron con HCI 1 mol L™ hasta alcanzar un
pH de 2; se filtraron a través de las membranas de
nylon y se trasvasaron cuantitativamente a matraces
aforados de 50 mL. Se fortificaron con distintas
cantidades de MET para alcanzar concentraciones
en el intervalo de 1a 7 ug mL™, se mezclaron con 5
mL de la disolucién tampén y se completaron con
agua ultrapura hasta el aforo. Se registraron los
espectros de absorcion igual que en los casos
anteriores.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se presenta la estructura quimica del
MET, que en disolucion acuosa presenta un
espectro de absorcién con una banda cuyo maximo
se ubica a 306 nm. Con el fin de desarrollar un
método espectrofotométrico para su determinacion,
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se estudid inicialmente el efecto del pH en sus
caracteristicas espectrales. Para ello, se prepararon
250 mL de MET a 12 ug mL™ en KCI 0.1 mol L™,
cuyo pH se varié de 1a 12 mediante HClo KOH en
distintas concentraciones. De acuerdo con los
resultados obtenidos, el maximo de absorcién a 306
nm no presentd desplazamiento batocromico o
hipsocromico con respecto al cambio de pH, ni
efectos hiper o hipocrémicos significativos. Sin
embargo, en condiciones altamente alcalinas el
MET resulté inestable. Por lo tanto, se considerd
apropiada su cuantificacién espectrofotométrica en
med io &cido o neutro.

Principales interferencias en los lixiviados

En estudios preliminares sobre las condiciones de
extraccion por sonicacién de MET en suelos, se
encontraron serias interferencias en lixiviados
acuosos sin fortificar con el herbicida, que
presentaban una banda de absorcion en la region
espectral de interés. Se compard el espectro de
absorcion de un blanco de lixiviados con el espectro
de absorcion reportado para una muestra acuosa
rica en 4acidos hdmicos (Gaffney, 1996),
encontrandose gran similitud entre ambos.

Para eliminar parte de estas interferencias, se
acidificaron las muestras de lixiviados a pH 2 para
precipitar la fraccién de acidos himicos, quedando
s6lo en disolucion la fraccion de acidos fulvicos
(Gaffney, 1996). La fraccion precipitada se eliminé
mediante filtracién a través de una membrana con
tamafio de poro de 0.2 pum. Sin embargo, la
eliminacion de acidos falvicos hubiese requerido la
utilizacién de una resina para la limpieza de los
lixiviados, alargadndose y encareciéndose el método,
por lo que se descart6 en este trabajo.

Por otro lado, se observd que los blancos de
lixiviados conservaban ain una coloraciéon amarillo
parduzco importante después de la eliminacién de
acidos humicos, la cual desaparecia tras la adicién
de NaOH, con la consecuente aparicion de un
precipitado rojizo. Debido a que la fraccion de
acidos fllvicos no precipita en estas condiciones, se
sospecho de la presencia de hierro (Fe). Si bien el
ion Fe*" es incoloro, ante la presencia de cloruros se
observa un color amarillo por la formacion de
complejos con este metal. Por otro lado, los
hidré xidos alcalinos fuertes originan un precipitado
pardo rojizo, gelatinoso, de Fe(OH); (Cotton y
Wilkinson, 1984). Estas dos ultimas observaciones
coincidieron con las caracteristicas de las muestras
blanco, acidificadas con HCI; sin embargo, no se
optd por el HNO;3 debido a su caracter oxidante,
incompatible con las caracteristicas redoxde MET.

Para corroborar la presencia de Fe, se realizaron
dos pruebas cualitativas. En el primer ensayo con
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ferrocianuro  potésico  (K4[Fe(CN)g]*3H,O) se
observé la aparicibn de un precipitado azul
conocido como azul de Prusia. En el segundo
ensayo con tiocianato potésico (KSCN) se observo
un color rosa débil, producto de la presencia de
varios complejos que van desde Fe(SCN)?* hasta
Fe(SCN)s* (Burriel et al, 2004). La eliminacion del
Fe de los lixiviados hubiese requerido Ila
alcalinizacién de la muestra para la precipitacion
del Fe(OH); vy separacién por filtracién. Sin
embargo, tales condiciones no eran compatibles con
MET. En la Figura 2 se aprecia el espectro de
absorcion del MET en agua y en una muestra de
lixiviados acuosos de suelo, ambas a pH 2. Como
puede verse, los A&cidos fulvicos y el hierro
producen interferencias  espectrales en la
determinacidn directa de MET.

Calibracion multivariante mediante PLS-1

Con el fin de evitar la separacién de acidos fllvicos
e hierro de las muestras de lixiviados, sin
detrimento de la exactitud y precision del método
propuesto, se decidi6 incluir ambos en Ia
calibracion a través de la técnica PLS-1. Para ello,
se diseid una matriz de calibracion con tres
componentes (un analito y dos interferentes)
siguiendo un diagrama ternario, incorporandolos en
distintas proporciones para simular algunas de las
maltiples relaciones en las que podrian encontrarse
en las muestras problema (véase cuadro 1).

Tras obtener los espectros de absorcién de las 21
muestras, se integré un arreglo matricial, donde las
sefiales de absorbancia fueron las variables
independientes, mientras que la concentracion de
MET fue la variable dependiente. Las condiciones
de trabajo para PLS-1 fueron: (a) centrado sobre la
media como pre-procesamiento de datos, (b)
validacion interna cruzada, dejando fuera una
muestra por ciclo, (c) seis factores como maximo
para la modelacion (Nes et al, 2002).

Uno de los aspectos méas importantes al proponer un
modelo de calibracién, es definir el intervalo
espectral de trabajo, por lo que se evaluaron: a) el
modelo 1, con todo el intervalo espectral de trabajo
(200 a 400 nm); b) el modelo Il, donde se
eliminaron las variables a partir de 351 nm ya que
no hay absorcion significativa de ninguna de las
especies quimicas en cuestion; y c) el modelo 11,
en que se eliminaron las variables de 200 a 250 nm,
donde absorben significativamente los interferentes.
Los tres modelos fueron evaluados en cuanto a su
capacidad de prediccion, considerando tanto las
muestras de calibracion como de validacion.

Para definir el ndmero Optimo de factores
necesarios para construir los modelos de
calibracién, se graficé el PRESS (Prediction Sum of

.}

Squares 0 Sumatoria de los Errores Cuadraticos de
Prediccion) en funcion de los seis factores
evaluados. La eleccién del nimero 6ptimo se hizo
aplicando el criterio del minimo local del PRESS y
el porcentaje de varianza acumulada (Infometrix,
2002; Lopez de Alba et al, 1997), eligiéndose dos
factores como 6ptimos (Figura 3). EI PRESS se
calculo de la siguiente manera:

|
PRESS =Y (c, - ¢,)?
i=1

@)

donde c; es la concentracion esperada de MET en la
muestra i, ¢; es la concentracion estimada de MET
en la muestra i e | es el nimero total de muestras de
las serie de calibracion.

Para comparar la capacidad de prediccion de los
modelos de calibracién, se utilizaron como
parametros estadisticos PRESS, RMSD, SEC (o
SEP), REP (%) y R®. EI RMSD se considera el
indice del error promedio, calculado de acuerdo a:

@)
El SEC se interpreta como el error estandar de
calibracién, 6 error estandar de prediccion si se
parte de la serie de validacion (SEP), el cual se
estima como:

SEC(P) =1 '

@)
El REP (%) o error promedio en porcentaje, se
calcula de acuerdo a:

REP (%) = —
C

4)
donde Cces el promedio de la concentracion de
MET en las muestras de calibracion. R? representa
la correspondencia entre la concentracion estimada
y esperada de MET en cada una de las muestras, el
cual se calcula de acuerdo a:
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RZ — |I=1
Z:;(Ci -¢,)?
®)

De acuerdo a los resultados mostrados en el cuadro
3, el modelo con mejor capacidad de prediccién fue
el 11l. Es decir, resultd de gran utilidad eliminar la
zona espectral donde absorbian predominantemente
los interferentes (200 a 250 nm) o sélo se incluia
ruido espectral (351-400 nm).

Posteriormente, se aplicaron los tres modelos de
calibracion para la estimaciéon de la concentracion
de MET en las muestras de validacion. Los
promedios de los porcentajes de recuperacién con
sus limites de confianza, asi como el RMSD, SEP
(Error estandar de prediccién), el REP (%) y R?
fueron calculados para estas muestras, cuyos
resultados se indican en la Cuadro 4. Cabe destacar
que sOlo para el célculo de los porcentajes de
recuperacion se consideraron las primeras 10
muestras en lugar de las 15 de la serie, debido a que
la concentracion de estas es diferente de cero.

Como puede observarse en el cuadro 4, los
resultados son satisfactorios s6lo para el modelo I11.
Los altos porcentajes de recuperacién para los
modelos 1y Il de ambas series ponen de manifiesto
una capacidad de prediccién sumamente deficiente.
Si bien los parametros que definen los errores de la
estimacion de concentraciones son aceptables en las
series de calibracidn, dejan de serlo en esta serie de
validacién. Esto puede ocurrir en sistemas con
grandes interferencias, donde la optimizacion del
modelo de calibracion tiende a minimizar los
errores de concentracion para la serie que le ocupa,
pero que no representan la complejidad del sistema
mu lticomponente en si. De ahi la importancia de
evaluar tal serie de validacion.

Cabe destacar que el valor relativamente alto de
REP (10.7%), se debe a que la tercera parte de las
muestras tienen una concentracion cero, lo que hace
que los errores de la estimacion se acrecenten al ser
divididos por un valor relativamente pequefio,
como es el promedio general de la concentracion
esperada. AUn asi, se considera aceptable.
Finalmente, al compararse el SEC y el SEP se
establece que estan en el mismo orden de magnitud,
por lo que se presume gque no existe sub- o sobre-
ajuste del modelo de calibracién.

Determinacion de MET en lixiviados

En esta etapa se tom6 como matriz una muestra de
suelo del Distrito de San Pedro Pochutla,
previamente caracterizada (véase cuadro 5). Tras la

fb

preparacién de 18 muestras de lixiviados acuosos
provenientes de este suelo, fortificadas con MET en
elintervalode 1 a 7 ug mL™, se estimd la capacidad
de prediccién del modelo de calibracion Ill. Como
resultado, se obtuvo un porcentaje de recuperacion
+ limites de confianza de 90 + 11, con un REP de
6.2 %, un SEP de 0.3 y un R® de 0.998.

En la Figura 4 se observa la correlacion entre las
concentraciones estimadas y esperadas de MET en
las muestras de lixiviados. Como puede apreciarse,
hay una gran correspondencia entre las
concentraciones estimadas y esperadas. Como es de
esperarse, los mayores errores se dan a la menor
concentracién de MET, pero aln en estas
condiciones, las estimaciones son aceptables. Dadas
las tendencias a concentraciones cercanas a 7 ug
mL™ y los resultados en la validacién del método, a
concentraciones mas altas de MET en muestras de
lixiviados, la exactitud y precisién del método no se
verd afectada.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia sencilla y econémica
para la determinacion espectrofotométrica de MET
en lixiviados acuosos de suelo, en presencia de
interferentes como materia organica y hierro. La
inclusién de interferentes en las muestras de
calibracion y la posterior aplicacion de una técnica
de calibracién multivariante como PLS-1, permitié
la cuantificacion del herbicida, con una precision y
exactitud aceptable. De esta manera, se dispone de
una metodologia de bajo costo para estudiar
procesos de extraccion de MET en suelo, estudiar
los fendmenos de adsorcion en éste, o simplemente
cuantificar MET en muestras acuosas con altas
concentraciones de material inorganico particulado
0 materia organica.
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Cuadro 2.Serie de muestras de validacién, cuyas concentraciones
estanen pgmL™.

Muedra MET NaHu Fe2(SOa4)s
1 1 0 25
2 2 120 35
3 4 40 5
4 5 0 45
5 7 400 15
6 8 280 25
7 10 240 5
8 11 280 0
9 13 200 15
10 14 120 5
11 0 200 30
12 0 400 0
13 0 0 35
14 0 240 15
15 0 0 45

Cuadro 3. Pardmetros estimados en la validacién intema de los
modelos de calibracion para determinar MET por PLS-1. Dos
factores fueron considerados como dptimos en cada caso.

. . Parametro Modelo | Modelo | Modelo |
growth of broadleaved species used for direct Intervaio 200400 200350 551.350
seeding. Forestry 76: 83-94. espectral
Varianza 99.2 99.3 99.9

Cuadro 1. Serie de muestras de calibracion, cuyas acumulada
concentracionesestan en ug mL'l (%)

' Press 41 36 22
Muedtra MET NaHu Fe2(SO4)s RMSD 04 04 03
1 15 0 0 SEC 04 04 03
2 12 0 10
3 12 80 0 REP (%) 838 83 65
4 9 0 20
5 9 80 10 R 0.988 0.989 0.993
6 9 160 0
7 6 0 30
8 6 80 20
9 6 160 10
10 6 240 0
11 3 0 40
12 3 80 30
13 3 160 20
14 3 240 10
15 3 320 0
16 0 0 50
17 0 80 40
18 0 160 30
19 0 240 20
20 0 320 10
21 0 400 0
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Cuadro 4. Parametros estimados en la validacion extema de los
modelos de calibracion para determinar MET por PLS-1. Dos
factores fueron considerados como 6ptimos en cada caso.

Pardmetro Modelo | Modelo | Modelo |
R+ LC* 150+ 111 145+ 106 95+ 6
PRESS 34.2 32.2 4.3
RMSD 15 15 05

SEP 16 15 0.6
REP(%) 30.2 29.3 10.7

R 0.961 0.961 0.997

* Promedio * limites de confianza (P=0.05, dos sesgos).
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