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RESUMEN

En este trabajo se lleva a cabo una aproximacion al analisis espectrofotométrico del di-
isononil ciclohexan-1,2-dicarboxilato (Hexamoll® DINCH) mediante ATR-FTIR. La
regresion por minimos cuadrados parciales se usa para establecer la relacién entre la
absorbancia y la concentracion. Las disoluciones con concentraciones altas de DINCH
se analizan directamente sobre un cristal de seleniuro de cinc. Se estudia el efecto que
tiene cambiar algunas condiciones (trabajar con el fondo al aire o con disolvente, replicar
0 no las medidas, registrar el espectro completo o un espectro reducido, y utilizar
diferentes pretratamientos de datos) sobre la determinacidn de este plastificante. Las
disoluciones de menor concentracion se preconcentran sobre el cristal del ATR. En este
caso, los andlisis se realizan tanto con un cristal de seleniuro de cinc como con uno de
diamante.

Para finalizar, se aborda la determinacion simultanea de tres plastificantes (DINCH,
adipato de bis(2-etilhexilo) y ftalato de diisononilo); el método analitico se valida. Estos
compuestos se determinan en films de PVC comerciales.

ABSTRACT

An approach to the spectrophotometric analysis of 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid
diisononyl ester (Hexamoll® DINCH) by ATR-FTIR is carried out in this work. Partial least
squares regression is used to find the relationship between absorbance and
concentration. Solutions with high levels of DINCH are analysed directly on a zinc
selenide crystal. The effect of changes in some conditions (working with solvent or air
background, replicate or not the measurements, recording full or reduced scan, and
using different data pretreatment) on the determination of this plasticizer is studied. Less
concentrated solutions are preconcentrated on the ATR crystal. In this case, both zinc
selenide and diamond crystals are tested for the analysis.

Finally, the simultaneous determination of three plasticizers (DINCH, Diisononyl
phthalate and di-2-ethyl-hexyl adipate) is approached; the analytical method is validated.
These compounds are determined in commercial PVC films.
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1. INTRODUCCION

Con el término “plastico” se describe un amplio campo de materiales sintéticos o
semisintéticos con un inmenso nimero de aplicaciones. Los plasticos son materiales
orgéanicos, como la madera, el papel o lalana, que se fabrican a partir de materias primas
tales como la celulosa, el carbén, el petréleo, etc., mediante un proceso de
polimerizacioén [1].

El cloruro de polivinilo (PVC) fue uno de los primeros plasticos que se descubrierony es
uno de los mas utilizados hoy en dia; es el tercer polimero de plastico sintético mas
producido del mundo por sus interesantes propiedades. Es duradero, ligero, fuerte y
resistente al fuego, aislante y con baja permeabilidad. El uso de determinados aditivos
en el proceso de fabricacion permite adaptar sus caracteristicas para satisfacer
necesidades especificas [2]. Entre estos aditivos se encuentran antioxidantes,
estabilizantes, colorantes, plastificantes, retardadores de llama, etc.

Los plastificantes son compuestos poco volatiles que confieren al polimero de PVC
mayor flexibilidad, elasticidad y fluidez en estado fundido [3]. Los mas comUnmente
utilizados, ya que suponen mas del 80% del mercado mundial, son los ésteres a base
de ftalatos, que se obtienen a través de la reaccion de esterificacion que se muestra en
la Figura 1. Los ftalatos mas habituales son el ftalato de dioctilo (DOP), ftalato de bis(2-
etilhexilo) (DEHP) vy ftalato de diisononilo (DINP). Sin embargo, la exposicién de la
poblacion a los ftalatos estd siendo evaluada ya que diversos estudios en animales
relacionan estos compuestos con problemas de reproduccion e infertilidad [4].

0o - 2RO0OH —mM—

Figura 1. Reaccidn para la sintesis de plastificantes a base de ftalatos.

Se piensa que la principal fuente de ftalatos como DEHP, ftalato de dibutilo (DBP) y
ftalato de isobutilo (DIBP) se encuentra en los alimentos, ya que estos compuestos no
se encuentran unidos quimicamente al polimero y pueden migrar hasta el alimento que
esta en contacto con el plastico [5-6]. Incluso se ha encontrado que también migran de
materiales que no son de PVC, ya que en la produccion de plasticos de polipropileno se
utilizan catalizadores a base de ftalatos [7]. Por todo ello, el uso de ftalatos para
materiales plasticos en determinados campos, como alimentacion o juguetes infantiles,
se encuentra regulado en la UE. S6lo un uso limitado de algunos de ellos esta permitido
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en materiales en contacto con alimentos [8], mientras que muchos estan prohibidos en
juguetes, articulos de puericultura o cosméticos [9].

En la actualidad, se tiende a substituir gradualmente los ftalatos por otros plastificantes
gue, en general, se consideran mas seguros. Tal es el caso de los adipatos, entre los
gue destaca el adipato de bis(2-etilhexilo) (DEHA), uno de los mas importantes por su
elevada eficacia y sus buenas propiedades de flexibilidad a bajas temperaturas [10].

Asimismo, la compafiia BASF ha desarrollado el di-isononil ciclohexan-1,2-dicarboxilato
(Figura 2), que es el producto hidrogenado correspondiente del ftalato aromatico DINP,
y cuyo nombre comercial es Hexamoll® DINCH [11]. Presenta, como ventajas, un menor
riesgo para el medio ambiente, no suponen un riesgo para la reproduccion y la fertilidad,
no se acumula en el organismo, ni es carcinogénico. Este plastificante ha sido aprobado
por la EFSA (European Food Safety Authority) y se ajusta a la directiva de 2005/84/CE

[9].

Dado su bajo perfil toxicol6gico, el DINCH, se ha concebido especialmente para su
aplicacion en plasticos de PVC que vayan a estar en contacto con alimentos o con el
cuerpo humano (juguetes, material quirdrgico,...). Ademas, tiene propiedades
mecénicas bastante similares a los ftalatos, por lo que el cambio a este plastificante no
ha supuesto un problema en su uso industrial.

0
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Diisononyl Phthalate Diisononyl Cyclohexane-
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Figura 2. Reaccién de hidrogenacion para la obtencion del Hexamoll® DINCH.

La deteccién y determinacion de ftalatos en distintas matrices se lleva a cabo a través
de diversas técnicas de andlisis [12-13] como, por ejemplo, la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR), etc. Las técnicas de infrarrojo tienen especial relevancia
en estos andlisis, pero los plastificantes “no-ftalatos” que se emplean en la produccion
de los plésticos interfieren en la determinacion de los ftalatos.

En un trabajo previo [14] se ha estudiado la determinacién simultdnea de DIBP, DINP y
DEHA en films de PVC mediante ATR-FTIR (attenuated total relflectance-FTIR). En el
presente trabajo se pone a punto un procedimiento de andlisis para la determinacion
simultdnea de DINP y DEHA, plastificantes encontrados anteriormente en los films
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considerados, y ademas se ha analizado, también de forma conjunta, el DINCH. Se ha
modificado el procedimiento puesto a punto anteriormente para la determinacion en
muestras de films con el objetivo de simplificar el procedimiento experimental
desarrollado previamente.

2. OBJECTIVES

Use multivariate regression techniques to find the relationship between ATR-FTIR
signals and concentrations.

Approach the ATR-FTIR spectral determination of DINCH by using different conditions
to perform the analysis.

Simultaneously determine DINP, DEHA and DINCH in commercial PVC films.

Validate the developed analytical procedure by estimating some performance
characteristics.

3. FUNDAMENTO TEORICO
3.1.  ATR-FTIR

Las técnicas de infrarrojo resultan de gran interés en la industria de los polimeros ya
que proporcionan medidas de forma rapida, permitiendo identificar y cuantificar aditivos
facilmente. La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
desarrollada hace mas de un siglo, es en la actualidad una de las técnicas mas
empleadas debido a su simplicidad, versatilidad y velocidad de analisis. A diferencia de
los equipos clasicos, los instrumentos con transformada de Fourier constan de un Unico
detector que recibe simultaneamente varias frecuencias, de un dispositivo, denominado
interferémetro, que modula esas frecuencias para realizar el barrido espectral, y de unos
divisores de haz que dividen y recombinan la radiacion en el interferometro.
Posteriormente, se utiliza la transformada de Fourier para trasformar las sefiales del
dominio de tiempos (interferograma) al dominio de frecuencias (espectro) [15]. Todo ello
permite registrar un espectro en segundos, con lo que se puede obtener un espectro
promedio de varios barridos y de este modo, mejorar significativamente la relacion
sefial/ruido. Ademas, los instrumentos con transformada de Fourier presentan una alta
resolucién espectral.

La espectroscopia FT-MIR se basa en la absorcion de radiacion en el rango espectral
del infrarrojo medio, de 400-4000 cm, que da lugar a rotaciones y vibraciones a nivel
molecular que son caracteristicas de los grupos funcionales de una molécula en un
determinado entorno, lo que permite obtener el perfil quimico de una muestra. Esta
informacién es muy til para determinar la composicion de un material plastico [15].
Ademas, cuando se utiliza como técnica de muestreo la reflexion total atenuada (ATR),
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que requiere poco o ningun pretratamiento de la muestra, resulta una herramienta muy
potente y eficaz.

La reflexion total atenuada se basa en hacer incidir la radiacion infrarroja sobre un cristal
de un material de alto indice de refraccion (diamante, un cristal de seleniuro de zinc,
germanio o silicio,...) que esta en contacto intimo con la muestra. El sistema esta
disefiado de forma que se produzca una reflexion interna total sobre la superficie del
cristal, de modo que, antes de reflejarse, la radiacion penetra en la muestra, esa parte
de la radiacion se conoce como onda evanescente. En la onda evanescente se atenla
la intensidad del haz a ciertas longitudes de onda, de modo que el haz reflejado
proporciona un espectro ATR caracteristico, que es muy similar al que se obtiene
mediante espectrofotometria FTIR convencional. La penetracion de la onda en la
muestra depende de la relacion entre los indices de refraccion de la muestra y el cristal,
asi como del angulo de incidencia del haz. Existen distintos dispositivos en los que se
puede producir un Unico impacto del haz sobre la muestra o varios (Figura 3). Esta
técnica permite obtener, con facilidad, espectros de muestras que presentan alguna
dificultad, como materiales plasticos poco solubles, peliculas,...

ATR multi-impacto

2
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ATR de un impacto

Figura 3. Modulos de ATR de un impacto y de cinco impactos.
(1) Muestra; (2) haz reflejado. (www.thermofisher.com)

Un procedimiento habitual para obtener un espectro ATR-FTIR consiste en obtener
inicialmente un interferograma de referencia realizando barridos de un medio de
referencia (generalmente, aire) varias veces, almacenar los datos y guardar el espectro
resultante. A continuacion, se coloca la muestra sobre el cristal y se repite el proceso.
Tras relacionar los espectros de la muestra y de la referencia, se obtiene el espectro
final de la muestra.
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3.2. PLS

La regresion por minimos cuadrados parciales (partial least squares regression, PLS)
es una técnica de regresion multivariante que relaciona multiples variables predictoras,
X, con una 0 mas variables respuesta, Y. Es necesario recurrir a este tipo de técnicas
cuando se tienen mas variables predictoras (variables instrumentales) que muestras o
cuando las variables predictoras presentan colinealidades o se encuentran muy
correlacionadas entre si, como ocurre en los espectros de la region del MIR.

PLS se basa en encontrar un numero reducido de combinaciones lineales de las
variables predictoras en el espacio multidimensional definido por estas ultimas, que van
a definir unas nuevas variables, denominadas variables latentes. Las variables latentes
se construyen en las direcciones de maxima variabilidad de las variables predictoras,
pero evitando las no correlacionadas con la respuesta. Una vez obtenida la primera
variable latente, la siguiente se construye siguiendo ese criterio, pero en una direcciéon
gue no puede estar correlacionada con la anterior, y asi sucesivamente. Los coeficientes
de las combinaciones se denominan pesos (o loadings), y las coordenadas de cada
muestra en el espacio definido por las variables latentes se conocen como puntuaciones
(o scores).

En general, a medida que se incluyen mas variables latentes en el modelo PLS, éste
conduce a un menor error cuadratico medio en calibracion (Root Mean Squares Error of
Calibration, RMSEC), aunque, por otro lado, aumenta el riesgo de sobreajuste. Para
evitar esto Ultimo, se puede utilizar la validacidon cruzada (cross-validation) para
determinar el numero de variables latentes que deben formar parte del modelo.

La técnica de validacion cruzada consiste en predecir la variable respuesta en cada una
de las muestras utilizando un modelo de regresién PLS que se ha ajustado sin ella.
Existen varias alternativas que se pueden utilizar en funcion, principalmente, del nimero
de muestras analizadas. Por ejemplo, si se dispone de un nimero de muestras pequefio,
se deja fuera Unicamente una muestra, y la respuesta de esa muestra se predice con el
modelo ajustado con las restantes. Este método se conoce como uno cada vez (leave-
one-out). Por el contrario, si el nimero de muestras es mas elevado, es mas adecuado
utilizar otro método como el de las persianas venecianas (Venetian blinds), en el que las
muestras cuya respuesta se predice se seleccionan en bloques, con una alternancia
determinada. Teniendo en cuenta la respuesta predicha para cada muestra cuando ésta
quedo fuera del ajuste, se calcula el error cuadratico medio en prediccién (Root Mean
Squares Error of Cross-Validation, RMSECV), de modo que se selecciona el modelo
PLS que, con el menor nimero de variables latentes, lleve al RMSECV mas bajo.

Un aspecto importante a considerar es la posible presencia de datos anémalos, que
podria conducir a un modelo erréneo. Para la deteccion de datos andmalos, se usan
dos indices, los estadisticos Q y T2 de Hotelling. La suma de cuadrados residual (indice
Q) es el residuo ortogonal de cada muestra al espacio multidimensional definido por las
variables latentes consideradas en el modelo, y el estadistico T2 de Hotelling muestra la
distancia de cada muestra al centroide. Una muestra se considera andmala si supera el
valor critico establecido para ambos indices a un nivel de significacion dado [16].
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4. EXPERIMENTAL
4.1.  DISOLUCIONES Y REACTIVOS

Los reactivos utilizados en este trabajo han sido varios plastificantes: di-isononil
ciclohexan-1,2-dicarboxilato (CAS no 166412-78-8), ftalato de diisononilo (CAS no
28553-12-0) y adipato de bis (2-etilhexilo) (CAS no 103-23-1) de Sigma Aldrich al 99%.
Como disolventes se ha utilizado hexano (CAS no 110-54-3) Merk, Chrosolv® del 98%
para cormatografia de liquidos, acetona (CAS no 67-64-1) grado HPLC

A partir de los compuestos puros, y en caso necesario, de alguna disolucién intermedia,
se prepararon varios conjuntos de calibrado. Todas las disoluciones se prepararon
tomando la cantidad necesaria del plastificante y completando el volumen con hexano.
Todas las disoluciones (madres y patrones) se depositan en viales cerrados y
etiguetados, que se analizan inmediatamente para asi evitar la evaporacion del
disolvente.

Tres de ellos se utilizaron para realizar medidas directas en disolucién. El Calibrado 1,
constituido por 8 patrones de calibrado del plastificante DINCH de concentraciones: O,
4000, 8000, 12000, 16000, 20000, 30000 y 40000 mg/L. El Calibrado 2, que consta de
9 patrones de calibrado con las siguientes concentraciones de DINCH: 0, 5000,10000,
15000, 20000, 25000, 30000, 35000 y 40000 mg/L. Y, por ultimo, el Calibrado 3, formado
por 10 patrones con las concentraciones de DINCH: 0, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 7000, 8000 y 9000 mgl/L.

Asimismo, se dispuso de otros tres conjuntos de calibrado distintos para llevar a cabo
medidas con preconcentracion. El conjunto Preconcentracién 1 esta constituido por 10
patrones con las mismas concentraciones que el Calibrado 3, mientras que el conjunto
Preconcentracion 2 est4 formado por 11 patrones de DINCH con las siguientes
concentraciones: 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mg/L.

Y, por ultimo, se prepararon patrones de calibrado con las concentraciones de DiNP,
DEHA y DINCH que se indican en la Tabla 1, que constituyen el conjunto Multianalito.

Para finalizar el estudio, se analizaron films transparentes de PVC de diferentes marcas
comerciales: film 1, film 2 y film 3.
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Tabla 1. Concentracion de los plastificantes en las muestras patron.
EXPERIMENTO DiNP (mg/L) DEHA (mg/L) DINCH (mg/L)

0 0 0 0

1 1000 1000 1000
2 3000 1000 1000
3 1000 3000 1000
4 3000 3000 1000
5 1000 1000 3000
6 3000 1000 3000
7 1000 3000 3000
8 3000 3000 3000
9 0 2000 2000
10 4000 2000 2000
11 2000 0 2000
12 2000 4000 2000
13 2000 2000 0

14 2000 2000 4000
15 2000 2000 2000

4.2.  PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En todo el trabajo se registran los espectros de absorcidbn molecular en la region
espectral desde 650 hasta 4000 cm™?, en intervalos de 1,86 cm™, con una ganancia de
225 para el cristal de diamante y de 255 para el seleniuro de cinc.

Para realizar las medidas directas en disolucion, el fondo (background) se ha obtenido
tanto al aire como con hexano. En el primer caso, se registra el fondo (promedio de 16
barridos) manteniendo limpio el cristal de seleniuro de cincy, en el segundo, se deposita
un volumen de 200 uL de hexano sobre el cristal y se registra el espectro del fondo (16
barridos). A continuacién, se deposita la muestra a analizar, y se registra el espectro,
promedio de 32 barridos.

Las medidas con preconcentracion se han llevado a cabo registrando el fondo al aire y
manteniéndolo durante todo el experimento. Luego se deposita un volumen de muestra
sobre el cristal (200 uL con el cristal de seleniuro de cinc, y 10 uL con el de diamante),
se espera un tiempo determinado para que el disolvente se evapore (3 min con el cristal
de seleniuro de cinc, y 1 min con el de diamante), y se procede a registrar el espectro,
promedio de 32 barridos.

4.3.  TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE FILM DE PVC

La extraccion de los plastificantes del film de PVC se lleva a cabo cortando 1 gramo de
film transparente en pequefios trozos depositados en un vaso de precipitados de 50 mL.
En el vaso se afiaden 40 mL de hexano y se deja reposar dos horas, manteniéndolo
cerrado, en la campana extractora. Una vez pasado este tiempo, la disolucion se

8
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transfiere a un matraz, y se vuelven a afiadir 25 mL de hexano al vaso, dejandolo reposar
otras tres horas. Transcurrido este tiempo se repite el proceso, volviéndose a afiadir 25
mL de hexano, que se mantienen en el vaso durante tres horas mas. Una vez terminado
este proceso, se relnen los extractos en un matraz de 100 mL y se completa el volumen
con hexano [17].

4.4. INTRUMENTACION Y SOFTWARE

El instrumento utilizado para llevar a cabo las medidas espectrofotométricas es un
espectrofotometro Cary 630 FTIR de Agilent (Technologies, Santa Clara, CA, USA) con
un maédulo de seleniuro de cinc, de cinco impactos, y otro modulo de diamante, de un
impacto. El equipo se controla con el programa MicroLab.

El tratamiento de datos se ha llevado a cabo con el programa MATLAB (version 7.10,
The MathWorks) y el PLS Toolbox [18]. Para realizar la validacién de los modelos de
caliborado se ha empleado el programa STATGRAPHICS Centurion XVII [19].
Finalmente, el limite de decision (CCa) y la capacidad de deteccion (CCB) se han
calculado con el software Detarchi [20].

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. ESTUDIOS PREVIOS

En primer lugar, se analizan los espectros ATR-FTIR de los plastificantes en estudio y
del disolvente. En la Figura 4 se muestran los espectros de los compuestos puros. Las
bandas caracteristicas de los plastificantes se observan entre 600 cm™y 2000 cm™. Por
otro lado, en torno a 3000 cm* se observan bandas correspondientes a la tensién debida
al enlace C-H que poseen estas moléculas. Las bandas que aparecen entre 1250y 1750
cm? se deben a la tension que generan los enlaces O=C-O.

En cuanto al disolvente, el hexano presenta una banda de tensién en torno a 3000 cm*
debido al enlace C-H, y una banda de flexion CH; en torno a 1400 cm™. Por tanto, s6lo
hay una zona del espectro, alrededor de 3000 cm™, en la que se superpone, de forma
importante la banda de absorcion del hexano con las de los plastificantes. Entre 1750 y
650 cm?, zona donde aparecen las bandas caracteristicas de los plastificantes, apenas
hay bandas del hexano.
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Figura 4. Espectros ATR/FTIR de a) DINCH, b) hexano, c) DINP y d) DEHA.

5.2.  DINCH
5.2.1. UNA PRIMERA APROXIMACION

En estudios anteriores [14] se determinaron algunos de los plastificantes considerados
en esta memoria. Esta parte del presente trabajo se centra en estudiar el DINCH,
plastificante del que no se dispone de informacion previa. Para conocer el
comportamiento espectral del DINCH y probar la viabilidad de su analisis mediante
espectrofotometria ATR-FTIR, se prepara un conjunto de calibrado, Calibrado 1. Las
medidas espectrales se realizan de la forma mas simple, directamente en disolucién,
siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.2, utilizando el modulo con el cristal
de seleniuro de cinc y registrando el fondo al aire. En la Figura 5 se pueden ver algunos
de los espectros correspondientes a este calibrado.
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Figura 5. Espectros de algunas muestras del Calibrado 1, con 4000 (verde), 16000 (rojo) y
40000 (azul) mg/L de DINCH.

Se considera todo el espectro, desde 650 hasta 4000 cm™, por lo que se tiene una matriz
de datos de dimensién 8 x 1798, donde 8 es el nimero de muestras y 1798 el nimero
de variables predictoras. Con los datos originales se ajusta un modelo de regresion PLS,
utilizando como técnica de validacion “leave-one-out”. El mejor modelo esté constituido
por tres variables latentes, que explican un 99,98% de la varianza. Como se puede ver
en la Figura 6, el RMSECV es muchisimo mas grande que el RMSEC; por lo que podria
concluirse que el modelo no tiene capacidad predictiva.

15000 T T T T T

10000

RMSECV, RMSEC

%)
=
=
=

1 2 3 4 5 6 7
Variable latente

Figura 6. RMSEC (verde) y RMSECV (azul) del
modelo PLS ajustado para el Calibrado 1.
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Para comprobar que no existen datos anomalos que causen el incremento del RMSECV,
se calculan los indices T? de Hotelling y Q para las muestras del calibrado. Como se
puede observar en la Figura 7a, ningin dato supera los valores umbral, establecidos
con un 99% de confianza. También se estudian los residuos estudentizados; como se
puede observar en la Figura 7b, ningun dato presenta un residuo en valor absoluto
mayor de 2,5. Por tanto, se concluye que no existen datos anémalos.

a) o b)
0t .

0.08 ]

0.06f b

Q Residual

0.04f

Residuo estudentizado
=

0.02f q

0 L L L L L L L L 15 ) CI) ) ) )
0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50 2 2 3 4 5 5 7

T2de Hotelling Muestra

Figura 7. a) T2 de Hotelling y Q residual, y b) residuos estudentizados del modelo PLS
ajustado para el Calibrado 1.

5.2.2. MEDIDAS DIRECTAS

En el apartado anterior se ha visto que es posible llevar a cabo la determinacién
multivariante del DINCH, pero los resultados obtenidos, sobre todo en lo que se refiere
a la capacidad predictiva del modelo ajustado, son poco satisfactorios. Con el objetivo
de obtener modelos mejores, se procede a preparar un nuevo conjunto de muestras de
calibrado, Calibrado 2, que se va a medir variando algunas condiciones experimentales,
el nimero de réplicas que se realizan y como se ajusta el modelo de regresion.

Las muestras de este calibrado se miden tanto registrando el fondo al aire como con
hexano; en la Figura 8 se puede apreciar lo distintos que son los espectros en cada
caso, ya que, en el primer caso, la principal contribucion al espectro se debe al hexano,
y en el segundo, la sefial del hexano se resta automaticamente y las bandas
corresponden al DINCH. En ambos casos, cada muestra se mide una vez (1 réplica), y
también por quintuplicado (5 réplicas). Para el ajuste de los modelos de regresion PLS,
se considera, por un lado, el espectro completo (entre 4000 y 650 cm?), y por otro, un
espectro reducido (entre 1953 y 650 cm™). Y, por ultimo, al ajustar cada modelo PLS,
se realizan cuatro ajustes independientes: o se parte de los datos originales, o bien se
aplican diferentes pretratamientos: autoescalado, SNV (standard normal variate) o
segunda derivada seguida de normalizacion.
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Figura 8. a) Espectros del Calibrado 2 registrado el fondo a) al aire, y b) con hexano.

Por otro lado, el tipo de validacion cruzada que se utiliza en la construccion de los
modelos PLS depende, en cada caso, del nUmero de muestras que forman el conjunto
de calibrado. Cuando se tiene en cuenta una Unica réplica y todo el espectro, se tiene
una matriz de variables predictoras de dimensién 9 x 690; en ambos casos, el método
de validacién cruzada a utilizar es leave-one-out. Mientras que, si se tienen en cuenta
las cinco réplicas y todo el espectro, la matriz tiene de dimensién 45 x 1798, y 45 x 690
con el espectro reducido; en estos dos casos, la validacion cruzada se lleva a cabo
mediante el método de persianas venecianas para evitar un posible sobreajuste.

Con las especificaciones que se han indicado en los parrafos anteriores, se ajustan un
total de 32 modelos de regresion PLS distintos. Se obtienen modelos con caracteristicas
muy diferentes que por cuestiones de espacio seria imposible detallar en esta memoria;
los resultados mas relevantes de estos modelos se detallan a continuacion.

La Figura 9a muestra el modelo con mayor error. Se trata del construido con los datos
originales obtenidos con el fondo al aire y considerando el espectro completo de una
Unica medida. Si se compara este modelo con el ajustado cuando se realizan cinco
réplicas (Figura 9b), las restantes condiciones iguales, tanto el RMSEC como el
RMSECV se reducen de forma significativa. Esta tendencia es todavia méas clara
cuando, ademéds de replicar 5 veces las medidas, se considera el espectro reducido
(Figura 9c).
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Figura 9. RMSEC (verde) y RMSECYV (azul) del Calibrado 2. Fondo al aire y a) el espectro
completo y una réplica, b) el espectro completo y cinco réplicas, y c) el espectro reducido
y cinco réplicas. Fondo con hexano y d) el espectro reducido y una réplica, e) el espectro
reducido y cinco réplicas, y f) el espectro completo y cinco réplicas.

Si se comparan estos errores con los obtenidos cuando el fondo se ha registrado con
hexano (Figura 9d-f) se puede observar como siguen una pauta comun, menores errores
al incrementarse el numero de réplicas, y mas bajos aun al reducir el intervalo espectral
a la zona més especifica del DINCH (Figura 4a). Esto se debe a que, al realizar réplicas,
el modelo PLS dispone de mas informacién para modelar la sefial correspondiente al
DINCH vy poderla diferenciar del ruido, que en este tipo de técnicas es elevado.
Asimismo, reducir el rango espectral de trabajo permite obviar zonas espectrales
relacionadas principalmente con el hexano (Figura 4b), que son zonas no informativas,
Gnicamente aportan ruido y, por tanto, no ayudan a modelar la sefial del DINCH.
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Por otro lado, cuando el resto de condiciones se mantienen iguales, se han obtenido
errores mas bajos cuando el fondo se ha registrado con hexano. Y, ademas, en general,
eso0s errores se alcanzan con modelos construidos con un nimero de variables latentes
menor, lo cual es deseable en este tipo de andlisis multivariante, donde siempre se trata
de encontrar los modelos mas sencillos.

Por lo tanto, el mejor modelo de regresion para la determinacion del DINCH es aquel
gque se ha ajustado con los datos originales, registrando el fondo con hexano, haciendo
5 réplicas de cada muestra y considerando el intervalo reducido de numeros de onda.
Si se compara la Figura 9f, errores del mejor modelo, con la Figura 6, se puede ver
como, para un mismo rango de concentraciones, modificar algunas condiciones de
trabajo, tanto instrumentales como numéricas, lleva a un modelo (Figura 9f) que, con
tan s6lo dos variables latentes, tiene una alta capacidad para predecir la concentracién
de DINCH tanto en las muestras del propio calibrado, como en las muestras de
validacién cruzada. Ademas, los valores de RMSEC y RMSECV, considerando 2
variables latentes, se encuentran muy proximos; esto indica que se trata de un modelo
muy estable. El modelo explica un 99,91 % de varianza de las variables predictoras, y
un 99,32 % de la respuesta, con un R? en ajuste de 0,981, y de 0,967 en prediccion.

Para mostrar el efecto que los distintos tipos de pretratamiento aplicados a los datos
tienen sobre los errores de los modelos de calibrado, en la Figura 10 se pueden ver los
valores de RMSEC y RMSECYV obtenidos con distintos pretratamientos cuando el fondo
se registra con hexano, cada muestra es medida por quintuplicado y se utiliza el rango
reducido de nimeros de onda. En general, se han obtenido mejores modelos, al utilizar
los datos originales, sin ningun tipo de pretratamiento.

Por dltimo, con el objetivo de ver si es posible medir a concentraciones mas bajas, se
prepara un nuevo conjunto de muestras de calibrado, Calibrado 3. En este caso, las
medidas se realizan registrando el fondo con hexano, replicando cinco veces cada
medida, y utilizando los datos originales del espectro reducido; el conjunto de
aprendizaje tiene dimension 50 x 690. Sin embargo, el modelo PLS ajustado es muy
inestable. En este caso, con el modelo de regresion PLS que se obtiene no se comete
un gran error, pero no es bueno, ya que cuando se ha repetido el calibrado midiendo los
patrones de forma aleatoria, los modelos obtenidos fueron muy diferentes, por lo que se
puede considerar que la informaciébn que nos proporciona este calibrado no es
adecuada.
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Figura 10. RMSEC (verde) y RMSECYV (azul) del Calibrado 2. Fondo con hexano, cinco
réplicas, espectro reducido y a) datos originales, b) datos autoescalados, y ¢) segunda

derivada.

5.2.3. PRECONCENTRACION

Como las determinaciones realizadas directamente en disolucion no han permitido
disminuir el rango de concentraciones de DINCH que se puede analizar, se aborda esta
cuestion incluyendo una etapa de preconcentracion de la muestra liquida sobre el cristal

del ATR.

En primer lugar, para llevar a cabo el estudio, se prepara un nuevo conjunto de muestras
de calibrado, Preconcentracion 1, cuyas concentraciones coinciden con las del
Calibrado 3. Los espectros de estas muestras se registran de acuerdo con el
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procedimiento de preconcentracion que se indica en el apartado 4.2, utilizando tanto el
modulo con el cristal de seleniuro de cinc como el de diamante. Se obtienen cinco
réplicas de cada muestra y se considera el espectro reducido, de modo que la matriz de
calibrado tiene dimension 50 x 690. En la Figura 11a se muestra el espectro registrado
para la muestra de 9000 mg/L. Si se compara este espectro, obtenido con 9000 mg/L
de DINCH, con los de la Figura 5, en la cual el espectro con mayores intensidades se
corresponde con 40000 mg/L, se puede ver como la preconcentracion de la muestra
sobre el cristal incrementa enormemente la sensibilidad del método analitico, lo que
lleva a tener absorbancias mucho mas elevadas.

a) b)
1,5 0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

) 0 —

3650 2650 1650 650 3650 2650 1650 650

Numero de onda (cm1) Numero de onda (cm)

0,5

Absorbancia
Absorbancia

Figura 11. Espectro de 9000 mg/L de DINCH, registrado con a) cristal de seleniuro de cinc y b)
cristal de diamante.

Para construir los modelos PLS, como en las determinaciones directas con cinco
réplicas, se utiliza como método de validacién cruzada el de persianas venecianas, ya
que se tienen muchas muestras. Se han ajustado los modelos tanto con los datos
originales como con los autoescalados; las caracteristicas de los modelos se recogen
en las Tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Caracteristicas del modelo PLS para Preconcentracion 1 (médulo de seleniuro de
cinc) con los datos originales.

Variable Varianza Varianza R?2 R?2
acumulada | acumulada RMSEC RMSECV . .,
latente ajuste prediccion
X Y
1 99,90 86,16 2070,9 2077,5 0,5949 0,5929
2 99,99 95,71 1152,2 1166,9 0,8644 0,8576
3 99,99 99,50 394,2 440,8 0,9781 0,9725
4 99,99 99,86 210,8 392,1 0,9937 0,9783
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Tabla 3. Caracteristicas del modelo para Preconcentracién 1 (médulo de seleniuro de cinc)
con los datos autoescalados.

Variable Varianza Varianza R?2
acumulada | acumulada RMSEC RMSECV | RZ?ajuste C
latente prediccion
X Y

1 64,75 73,35 1371,0 1386,9 0,7335 0,7273
2 87,19 92,05 748,7 791,3 0,9205 0,9113
3 88,51 98,62 311,9 467,4 0,9862 0,9691
4 88,93 99,61 166,7 497,3 0,9961 0,9650

Para los datos originales, se elige el modelo con tres variables latentes, que explica un
99,5% de varianza de la respuesta, con un coeficiente R? en ajuste de 0,9781 y un R?
en prediccién (validacion cruzada) de 0,9725. Como se puede comprobar, el modelo
predice adecuadamente. La diferencia entre el error cuadratico medio en calibrado
(394,2) y en prediccion (440,8) es bastante pequefia. No se encuentran datos anémalos,
ya que para ninguno de los indices considerados se excede el umbral establecido con
un 99 % de confianza.

Analizando los datos de la Tabla 3, se observa que, en el caso de los datos
autoescalados, se elige nuevamente el modelo con tres variables latentes, que explica
un 98,62% de la varianza (tampoco presenta datos anémalos). Posee un coeficiente R?
en ajuste de 0,9862, y de 0,9691 en prediccion. Si estos valores se comparan con los
obtenidos anteriormente con los datos originales, se puede concluir que este modelo
predice peor que el anterior, explica una menor varianza. Ademas, la diferencia entre el
RMSEC y el RMSECYV es mayor que en el caso anterior.

A continuacion, el estudio se amplia utilizando el médulo de diamante para registrar los
espectros de las muestras de Preconcentracion 1. En la Figura 11b se puede ver el
espectro obtenido con este modulo para la muestra de 9000 mg/L. Si se compara con
el registrado, para esta misma concentracion, con el cristal de seleniuro de cinc (Figura
11a), se puede ver que la intensidad de las bandas es mucho mas baja. Como el médulo
de cristal de diamante es de un Unico impacto, frente a los cinco del de seleniuro de
cinc, se tienen sensibilidades menores.

En este caso, se ajusta un unico modelo PLS, con cinco réplicas y el espectro completo,
considerando los datos originales. Se considera un modelo con seis variables latentes
para alcanzar una varianza explicada del 99,5 %, el cual tiene un R? de 0,9817. Sin
embargo, el RMSECYV tiene un valor de 1886,4 (Figura 12), frente al 440,8 alcanzado con el
maodulo de seleniuro de cinc (Tabla 2). Es decir, el modelo no resulta adecuado. Esto puede
deberse al hecho de que cuando se deposita la muestra sobre el cristal, no siempre se
deposita homogéneamente sobre el “pocillo”, pues el de este mddulo es muy pequefio,
y esto puede introducir mucha incertidumbre en el analisis. En consecuencia, se
descarta usar el modulo de diamante en este analisis.
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Figura 12. RMSEC (verde) y RMSECYV (azul) de Preconcentracion 1 (médulo de diamante)
con los datos originales.

Por dltimo, se estudia un rango de concentraciones de DINCH mas bajo, definido por
las muestras de Preconcentracion 2. Las medidas de este calibrado se realizan con el
maodulo con el cristal de seleniuro de cinc y como en los casos anteriores, el ajuste del
modelo PLS se realiza con cinco réplicas y el espectro reducido, por lo que la matriz
tiene dimension 55 x 690. En este caso, se construyen modelos con los datos originales
y los datos autoescalados (Tablas 5 y 6).

Para los datos originales, se tienen los modelos que se recogen en la Tabla 4. Se
selecciona el modelo con tres variables latentes, que explica el 99,55% de la varianza,
con un coeficiente R? en ajuste de 0,9871 y de 0,9706 en prediccién. La diferencia entre
los errores en ajuste y en prediccion es muy pequefia, lo que sefiala la calidad del ajuste.

Cuando se consideran los modelos ajustados con los datos autoescalados, Tabla 5, el
modelo debe constar también de tres variables latentes, pero en este caso, explica
Unicamente un 97,2 % de la varianza, con un R? en prediccion de 0,8294. El modelo no
es altamente predictivo ya que el RMSECV es mas del doble que el correspondiente al
modelo con los datos originales y dista mucho del RMSEC. Este modelo es peor que el
anterior y, por tanto, se debe desechar.

Tabla 4. Caracteristicas del modelo para Preconcentracion 2 con datos originales.

. : . )

\f:trtlaarl:(lae ac\lj::.lallzéz X ac\éfnwfllgé: Y RMSEC MBS TG predli?ccién
1 99,33 97,03 105,6 109,2 0,9031 0,8966
2 99,77 98,91 64,0 66,6 0,9584 0,9547
3 99,79 99,55 41,2 57,2 0,9871 0,9706
4 99,80 99,90 19,4 54,0 0,9962 0,9709
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Tabla 5. Caracteristicas del modelo para Preconcentracion 2 con datos autoescalados.

. . : .
Variable Varianza Varianza RMSEC | RMSECV | R? ajuste R 5
latente | acumulada X | acumulada Y prediccién
1 55,05 74,22 159,6 166,5 0,7422 0,7196
2 59,15 90,68 96,0 128,6 0,9068 0,8330
3 60,71 97,92 45,4 130,1 0,9792 0,8294
4 61,91 99,63 19,2 134,9 0,9963 0,8160
5.3. DETERMINACION DE PLASTIFICANTES EN FILMS DE PVC

5.3.1. CALIBRADO MULTIVARIANTE

Se plantea llevar a cabo la determinacién simultdnea de DINCH, DEHA y DiNP en films
de PVC. En un trabajo previo [14], se llevo a cabo la determinacion de DiBP, DEHA y
DiNP en films de PVC (no se encontr6 DiBP) tras la extraccion de los plastificantes en
hexano, se evaporé el disolvente, el extracto se preconcentrd y se reconstituyd en
ciclohexano. En el presente trabajo se plantea también llevar a cabo la extraccion de los
plastificantes con hexano, pero preconcentrar la muestra directamente sobre el cristal
del modulo de seleniuro cinc para simplificar el procedimiento experimental.

Para llevar a cabo el andlisis, se preparan las mezclas de los tres plastificantes que se
indican en la tabla 1, que se encuentran distribuidas practicamente en los puntos de un
disefio central compuesto. Se registran 5 espectros ATR-FTIR de cada una de las
muestras y se considera el espectro completo. Con el conjunto de calibrado, de
dimensién 76 x 1798 (se ha incluido el espectro de un blanco), se ajusta un modelo PLS
independiente para cada uno de los compuestos.

Al construir el modelo de regresion para el DINP, se detecta un dato anémalo, el dato
76, que tiene un residuo estudentizado de -3,5. Como supera el umbral de -2,5, se
elimina el dato y se recalcula el modelo. Las caracteristicas del andlisis se muestran en
la Tabla 6. Este modelo PLS debe constar de seis variables latentes, explicando el
99,53% de la varianza, y alcanzando un R? en ajuste de 0,9788 y un R? en prediccion
de 0,9703.

Tabla 6. Caracteristicas del modelo PLS ajustado para el DiNP.

\{:tr(iei?(lee ac\lfr?::ﬁgg: X ac\lfr?::ﬁgg: Y RhlEIEe RhlEIEe el pred?SCién
1 98,08 82,95 924,7 932,1 0,3465 0,3206
2 99,66 94,15 541,7 545,2 0,7404 0,7373
3 99,71 98,28 293,3 309,4 0,9232 0,9147
4 99,84 98,75 250,5 271,9 0,9440 0,9343
5 99,96 98,90 235,3 239,9 0,9505 0,9488
6 99,99 99,53 154,2 182,5 0,9788 0,9703
7 99,99 99,63 137,0 171,9 0,9832 0,9736
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En el caso del DEHA, al construir el modelo de regresion, se detecta como anémalo el
dato 46, que se elimina del conjunto de aprendizaje. Con los datos restantes, se ajustan
los modelos de la Tabla 7. Se selecciona el modelo con cuatro variables latentes, que
explica un 97,99% de la varianza, con un coeficiente R? en ajuste de 0,91y en prediccion
de 0,8963. En cuanto a la diferencia entre RMSEC y RMSECV, es mas elevada que
para el anterior plastificante.

Tabla 7. Caracteristicas del modelo PLS ajustado para el DEHA.

. . . )

\f:trtle?w?(lee ac\éamwhﬁgég X ac\éamwhﬁgég Y RELES RELES R# ajuste predl?ccién
1 98,23 79,95 1002,6 1011,3 0,1083 0,0884
2 99,66 86,14 833,6 845,2 0,3858 0,3661
3 99,83 95,83 457,4 470,9 0,8142 0,8027
4 99,87 97,99 317,4 341,2 0,9100 0,8963
5 99,99 98,04 313,6 323,8 0,9122 0,9064

Por dltimo, se ajustan los modelos para el DINCH. De nuevo, el dato 46 se considera
anomalo y se elimina. Al rehacer el ajuste sin el dato anédmalo se selecciona el modelo
con 4 variables latentes, que explica el 98,05% de la varianza de la respuesta, con un
coeficiente R? en ajuste de 0,9128 y de 0,9079 en prediccion (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas del modelo PLS ajustado para el DINCH.

. . . ) )

\f:trtlaarl\?(lae ac\éfnwhellgég X ac\éfnwhellgég Y RUASIES RUASIEG calcllqjlada predli?ccién
1 98,23 79,07 1024,3 1027,2 0,0626 0,0575
2 99,67 86,32 828,2 837,3 0,3894 0,3748
3 99,83 95,93 451,8 458,0 0,8186 0,8135
4 99,88 98,05 312,5 321,2 0,9128 0,9079
5 99,99 98,26 295,7 305,6 0,9219 0,9166

Los modelos ajustados para los tres plastificantes son adecuados. Sin embargo, los
coeficientes de determinacion del modelo para el DINCH, al ser determinado
simultdneamente junto con los otros dos plastificantes, son mas bajos que los
correspondientes al modelo ajustado en las determinaciones individuales.

5.3.2. FIGURAS DE MERITO

Para finalizar este trabajo, una vez comprobada la capacidad predictiva de los modelos
multivariantes construidos para la determinacién de los tres plastificantes, se calculan
algunas figuras de mérito del método de analisis, como la veracidad, precision,
capacidad de deteccion (CCB) y limite de decision (CCa).
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Para evaluar la exactitud (veracidad y precision) del modelo propuesto se construyen
las rectas de validacion, en las que se ajusta empleando una regresion lineal por
minimos cuadrados “la concentracion calculada con el modelo PLS” frente a “la
concentracion real’. En la Tabla 9, se recogen los datos obtenidos para estas
regresiones de los tres plastificantes analizados.

Tabla 9. Parametros del procedimiento de validacion.

Plastificante bo p-valor b p-valor Syx (rigﬁ_) (n(i;;/(:_)
DiNP 38,79 | 0,3087 | 0,980 0,240 | 154,84 540 271
DEHA 81,69 0,1266 0,958 0,082 216,34 771.5 387
DINCH 111,67 | 0,1117 | 0,946 0,082 | 283,78 1026 515

Un modelo se considera veraz cuando la pendiente de la recta de validacion es igual a
uno y el término independiente es igual a cero. Para comprobar si ambas condiciones
se cumplen, se realizan los test de hipétesis pertinentes. Para la pendiente, la hipotesis
nula, Ho, determina que la pendiente es uno y la hipétesis alternativa, Ha, estima que la
pendiente es distinta de uno. En cambio, para el término independiente, la hipétesis nula
es que este vale cero y la hipétesis alternativa, que tiene un valor distinto de cero. Si el
P-valor del test es menor de 0,05, se rechaza la hip6tesis nula a un nivel de significacién
del 5%.

Como se puede observar en la Tabla 9, los p-valores de los test de hipoétesis realizados
tanto para la pendiente como del término independiente, son mayores de 0,05, por lo
gue, a un nivel de significacion del 5%, no existen evidencias suficientes para rechazar
la hip6tesis nula, por lo que se acepta. Se concluye entonces que los modelos
construidos para cada plastificante son veraces en la determinacién de los analitos.

En cuanto a la desviacion tipica residual, sy, el procedimiento de andlisis es mas preciso
en la determinacion de DiNP.

Por otro lado, el limite de decision (CCa) se define como “el valor de la concentracion
neta que conduce, para una probabilidad de error dado, a, a la decision de que la
concentracion del analito en el material analizado es mayor que la del blanco” [21].
Mientras que la capacidad de deteccion (CCp) es “la verdadera concentracion del analito
en el material analizado que conduce, con probabilidad 1-8, a la conclusion correcta de
que la concentracion en el material analizado es diferente de la del blanco analitico, para
una probabilidad de falso positivo dada” [21]. Los valores de CCa y CCp estimados para
los distintos plastificantes se muestran en la Tabla 9.

5.3.3. DETERMINACION EN MUESTRAS PROBLEMA

La determinacion de los plastificantes en las muestras de films de PVC comerciales se
lleva a cabo tras someter a los plasticos al procedimiento experimental descrito en el
apartado 4.3. Tras obtener los extractos en hexano, se realizan cinco medidas con
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preconcentracion y a partir de las sefiales obtenidas y con los calibrados multivariantes
ajustados para cada plastificante en el apartado 5.3.1 se predicen las concentraciones
de cada analito. En la Tabla 10 se muestran los valores calculados para cada uno de
los films comerciales analizados.

Tabla 10. Concentraciones predichas de los plastificantes en los films de PVC analizados

Fim | Analito Ré?(;;a 1 Ré[()ol/ioc;a 2 Ré?(;;a 3 Ré[()ol/ioc;a 4 Ré?(;;a 5 Media (%)
DEHA 24,9 27,2 25,8 24,3 29,5 263+4,1

E DINP 7,1 7,1 7,0 10,5 7,4 7,8+2,9

= DINCH 12,4 13,0 13,2 14,9 13,2 13,3+ 1,9

DEHA 29,0 33,2 33,1 36,1 32,1 32,7+5,0

E DiNP 7,2 7,5 7,4 10,1 6,8 7,8+2,6

- DINCH 13,4 13,6 14,4 16,7 13,8 14,4 +2,7

DEHA 19,3 22,5 23,5 22,5 22,3 22,0+ 3,1

E DINP 11,1 14,1 15,2 13,3 14,5 13,7+ 3,1

= DINCH 5,7 8,5 8,8 7,7 8,6 7,9+ 2,5

6. CONCLUSIONES

When DINCH is determined directly in solution, the calibration models that lead to the
lower errors in prediction are those fitted with the reduced spectra recorded, in
quintuplicate, with solvent background and with no data pretreatment.

The preconcentration step added to the analysis makes the determination of DINCH at
lower concentrations possible. The best results are obtained when using directly the
reduced spectra recorded, in quintuplicate, on the zinc selenide crystal.

The simultaneous determination of DINCH, DEHA y DINP has been successfully
performed, although the results obtained for DINCH are not so good than that of the
individual determination. Once validated, the analytical procedure has been used to
determine the concentration of the three plasticizers in commercial PVC fimls.
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