eman ta zabal zazu

? KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

i . , FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea

Facultad de Ciencias Quimicas/Kimika Zientzien
Fakultatea

Grado en Quimica

TRABAJO FIN DE GRADO

Cuantificacidon de colorantes alimentarios por analisis de imagen.
Determinacion de rojo allura en muestras en presencia de tartrazina.

Autor/a: Gorka Albizu Martinez

Dirigido por: Maider Vidal Postigo

San Sebastian, Julio de 2017

GIPUZKOAKO KANPUSA
CAMPUS DE GIPUZKOA

P°. Manuel de Lardizabal, 3

20018 DONOSTIA-SAN SEBASTIAN
GIPUZKOA






Indice

L. RESUMEN/ADSTIACE . c.iiiiiieceettiiieeeeeie ettt ettt e e e et e e et esesseeaaaeeeeeessssasbasseesesssasssreseeesesssassssreeseesssssnsnrrnns 4

2 INEPOAUCCION 1.ttt ettt ettt e e b e e st e s bt e e s ab e e s abe e e sabeesabeeebeeesabeeesnseesabeesseeesareenans 6
2.1. Colorantes aliMENTArIOS ....coovvieiiiiieiieeeee ettt ettt e st e s bt e e s e s b e e nreesneeesanes 6

2. 1.1, TArtrazina (B 102) coeeeeiiiiecieeeieee ettt ettt e e e et e e e e e e ssbabeeeeeeeeeesaababeeeeeeeeesnnrenes 9

D 0 £ oY o 30 AN 1 [¥ = T {3 2 ) IR 9

2.2. Analisis de iMagen digital........ccuiii i rae e 11
2.3, QUIMIOMEEITA 1ttt ettt ettt e st esabe e s bbe e sabe e s abessabeesabeeesubeesabeesseeesabeennns 14
2.3.1. Andlisis de componentes PrinCiPales .......cccocciieiiiiiie e 16
2.3.2. Calibracion multivariable..........cooioiieee s 17

2.4, Espectrofotometria ultravioleta-visible ..........ccuveiieiiie e 17
T O ] J1<1 4 1o USSR 19
O o T=T T g 1T ] = | P PTRPPPRN 20
4.1. Preparacidon de muestras y optimizacion del pH......oocveieiiiiiiiciieeeccees e 20
o Yo 1LY e [N [ ¥ T= 0] o PP UPP 21
4.2.1. APAratos Y SOTTWAIES ....ccci e eccieee ettt e ettt e e ettt e e e et e e e e ettt eeeesaraee e e asaeeesnsaeeesansseeannn 21
4.2.2. MUESLIas €MPIEATAS .....eeieuiiie ittt e e eeree e e ettt e e e ettt e e e esaraeeeesasaeeesnsaeeesannaeeaaas 22
4.2.3. Matriz de calibracion y de validacion ............oooeiiiiieciiie e 22
Ny o 0 qF- o [N T T 0 F= T =TSR 23
4.2.5. Procesamiento de 1@ iMaGeN .......uviiieiiiie ettt e e e e e e sra e e s aaa e e e snaaeeeeas 25

4.3, ESPectrofotOmMeEtria UV-Vis. ... ittt e e e e e e s abae e e s aaa e e s entaee e eareeas 27
4.3.1. APAratos Y SOTTWAIES .....ccccuiiieecciiee ettt ettt e e ettt e e ettt e e e ettt eeeeeabae e e e asaeeasasseeeesannreeanas 27
4.3.2. MUESEras €MPlEAAAS ....ceveei i e e e e e e e e e e e rarraaaeaas 28
4.3.3. Matriz de calibracion y de validacion ............cooeiiiiieciiii e e 28

4.4. Célculo de los errores de los modelos de calibracion multivariable ..........ccocevieriniiniinneenne. 29
4.5. Calculo de 10s limites de deteCCioN .......coc.eeviieiiiiiirieeeeeeeeee e 29



5. RESUItAAOS Y dISCUSION....cciiiiiieiiiiee ettt e ebee e e s ee e e st ee e e s sabee e e esabeeesssabeeessnseeas 30

oI B @ o) a1 1= Yol o T a I e [=1 I o o USRS 30
I Vo b L LY o [0 [ g = V== 31
5.2.1. Patrdn de color, medida de la estabilidad de |2 imagen ......cccuveeeecieeeicciiee e 31
5.2.2. Influencia de los pocillos con muestra sobre pocillos VECINOS........cc.eeeeeciieeieciiieecciiee e, 33
5.2.3. Modelos de calibracidn para los colorantes a partir de las imagenes........ccccocecveevvcieeennns 35

5.3. Espectroscopia ultravioleta-visible..........ouiiiiiiieice e 44
5.4. Comparacion del método del andlisis de imagen con el de referencia .......cccoccveevviciveecicnnennn. 48

6. CONCIUSIONES/CONCIUSIONS c..eeeveeeeieeeee ettt e et e e e ee ettt eeeeesseeesareereeessssasssaaeeteeessssassssseseeeessssasnrreeeeeees 50
(=] £ =] ol - LSRR 52



1. Resumen

En este trabajo de fin de grado se ha determinado el colorante rojo allura (E 129} en
presencia de tartrazina (E 102) mediante analisis de imagen. Las técnicas que normalmente se
emplean en la determinacion de colorantes son el HPLC o la espectrofotometria. Estas técnicas
necesitan de mas tiempo y son mas caras que la que aqui se describe. Para la toma de imagenes
se hace uso de un escaner de oficina, y para su posterior tratamiento se emplea el software
MatLab. En el escaner se colocan placas de microtitulacion, cuyos pocillos se rellenan con tan

solo 400 pL de muestra, y que permiten medir mas de una muestra en la misma imagen.

Una vez obtenidos los parametros deseados de la imagen se ha realizado un modelo PLS
gue ha relacionado estos parametros con las concentraciones de E 129. Los errores obtenidos
han sido del 5,7%, 10,2% y 12,4% para la calibracion, la cross-validation y la validacion externa
respectivamente. La precision se ha evaluado por medio de la reproducibilidad y la repetibilidad,
obteniéndose valores de RSD% menaores al 14,2%. En cuanto a la exactitud, esta se ha medido
por medio de las recuperaciones en muestras reales del E 129, lograndose valores entre 90,6% y
106%. El limite de deteccion obtenido es de 1,8 mg/L.

Como técnica de referencia se ha empleado la espectrofotometria UV-Vis. Los
resultados con esta técnica han sido mejores a los obtenidos por medio del analisis de imagen. A
pesar de ello, con el test de la elipse, en un 95% de confianza, se demuestra que los resultados

con ambas técnicas son comparables.



1. Abstract

In this degree final project the allura red (E 129) dye is determinated in presence of
tartrazine (E 102) by using image analysis. Techniques that are normally used in the
determination of food dyes are HPLC or spectrophotometry. These techniques need long time
of analysis and are more expensive than the image analysis technique. An office scanner is used
for the image acquisition, and MatLab software for image processing. Microtitration plates are
placed on the scanner window, and wells are filled up with 400 pL of sample. This allows to

measure more than one sample in the same image.

After the image parameters are obtained, a PLS model is done to relate these
parameters to E 129 concentrations. This model shows errors of 5,7%, 10,2% and 12,4% for
calibration, cross-validation and external validation respectively. The precision is evaluated by
means of reproducibility and repeatability, and RSD% values lower than 14,2% were obtained.
Recovery of E 129 in real samples is measured in order to evaluate the accuracy of the method.
Results between 90,6% and 106% were observer. The LOD obtained was 1,8 mg/L.

UV-Vis spectrophotometry is used as a reference technique. The results with this
technique are better than the ones obtained with image analysis. However it is demonstrated
that the results by both techniques can be comparable if a 95% confidence ellipse test is

accomplished.



2. Introduccion

2.1. Colorantes alimentarios

Segun la Agencia Espaiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (ACOESAN)
“los aditivos son sustancias que se anaden a los alimentos con un propdsito tecnolégico (para
mejorar su aspecto, textura, resistencia a los microorganismos, etc.) en distintas etapas de su

fabricacion, transporte o almacenamiento” [',

Los aditivos alimentarios se dividen en 27 grupos, y los dos mas importantes son los que
corresponden a los colorantes y edulcorantes. El color es la primera caracteristica por la que se
juzga un alimento, y su calidad y sabor tienen una estrecha relaciéon con él (2. Por lo tanto los
colorantes se anaden con la intencidn de obtener alimentos con colores que atraigan a los
consumidores, o para que el alimento tenga un color relacionado con su sabor. Un ejemplo de
esta aplicaciéon podria ser una chucheria con sabor a fresa, en cuyo caso se anadiria un colorante

que le diera un color rojo.

Todo aditivo que se anada a un alimento debe de estar senalado en la lista de los
ingredientes, y para ello en la Unién Europea (UE) existe un codigo, llamado codigo E. En él se
pone la letra E, de Europa (lo que garantiza que el aditivo ha pasado los controles de seguridad
de la UE), seguida de tres o cuatro digitos (codigo INS), los cuales hacen referencia a uno de los
muchos aditivos que existen y normalmente se agrupan segun al grupo al que pertenecen (Ej.
Manitol, un edulcorante que potencia el sabor dulce de los alimentos: E 421) B, En el caso de los
colorantes alimentarios, su uso es muy comldn en muchos alimentos como por ejemplo en
dulces (Figura 1), todos ellos se nombran como E 1XX, donde el nUmero 1 indica que pertenecen
al grupo de los colorantes, la segunda cifra corresponderia al color que proporciona ese aditivo,

y finalmente, con el Gltimo digito se especifica cual es:
E 104 > 1. Colorante; 0. Color amatrtillo; 4. Amarillo de quinoleina

E 132 > 1. Colorante; 3. Color azul; 2. Indigotina

Figura 1. Uso de colorantes con colorantes en dulces [,



Como cualquier otro producto que se anade a los alimentos, los colorantes estan
sometidos a un control muy estricto de los efectos secundarios que puedan causar al
consumidor y en muchas ocasiones es tema de debate el potencial peligro de su empleo. Este es
el caso de los colorantes azoicos, que se caracterizan por tener un mismo grupo funcional
(Figura 2) derivado del diazeno (HN=NH}, donde se sustituyen los H por grupos hidrocarbilo, en

su mayoria sustituyentes aromaticos °.

R

Figura 2. Estructura general de los compuestos azo.

El uso de estos colorantes azoicos es tema de debate especialmente porque muchos
estudios demuestran que pueden ser cancerigenos al llevar a cabo, la microbiota intestinal, la
azorreduccion de estos a metabolitos cancerigenos, lo que depende de la cantidad ingerida. Es
por esto que se busca disminuir la ingesta de este tipo de colorantes a pesar de que la absorcion
de estos en nuestro metabolismo es muy baja y por lo tanto no se metabolizan, haciendo que su
toxicidad generalmente sea baja 3. En cambio, existen estudios que confirman que los
colorantes azoicos forman naftilaminas sulfonadas como productos metabdlicos, los cuales son

mutagenos [°],

Otros estudios también reflejan la capacidad que tienen estos colorantes para causar
otros problemas; como son los trastornos de conducta en los ninos o las infecciones
respiratorias y alergias. En concreto, hay indicios de que este tipo de colorantes pueden
desarrollar trastornos de déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) en los nifios. En un estudio
en el afio 2004, llevado a cabo por Schab y Trinh ["], no se pudo observar la relacion entre esta
enfermedad y los colorantes azoicos, pero a los pocos ainos, en el 2007, McCann et. al. [ hicieron
un gran ensayo clinico con grupos de ninos de tres y ocho anos para comprobar la sospecha. En
los resultados se pudo ver que habia una relacion estadisticamente significativa entre la ingesta
de colorante y el desarrollo de TDAH, y por lo tanto la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria) realiz6 un analisis detallado de este estudio, llegando a la conclusion de que los
resultados no eran concluyentes por diferentes limitaciones del estudio, dejando sin resolver la
relacion entre colorantes azoicos y el TDAH. Finalmente, en el ano 2012, un nuevo estudio, esta
vez de Nigg et. al. [ revel6 que el 8% de los nifios que sufren esta enfermedad mejoran al
disminuir el consumo de alimentos y bebidas con este tipo de colorantes 1. Es por ello que hoy
en dia todo alimento que contenga estas sustancias debe senalarlo y avisar de que “pueden
tener un efecto adverso sobre la actividad y la atenciéon de los ninos”. Estudios posteriores

llevados a cabo en animales demuestran que estos aditivos también pueden tener efectos en el



desarrollo neuroldgico, y que ademas su efecto puede verse aumentado en presencia de otro

colorante (sinergismo) B3],

Como se ha dicho anteriormente, también se han llevado a cabo investigaciones del
posible efecto que pueden tener estos colorantes sobre el sistema respiratorio y la aparicion de
alergias 3], alergias que pueden desencadenar episodios de urticaria. Estos sintomas se ven
mejorados en un 30% al evitar consumir alimentos que puedan llevar estos aditivos. El 15% de la
poblacion que es sensible a la aspirina y el 8% de los pacientes que sufren de urticaria crénica

intratable son sensibles también a la tartrazina ['%,

Por todo esto, existe una legislacion y una normativa que se tiene que cumplir a la hora
de utilizar estos aditivos, y un control estricto. Desde el anho 1962 existen normas vy
organizaciones destinadas al control de los alimentos con la creacion del Codex Alimentarius
(Cédigo Alimentario) por parte de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y
la Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). A partir de entonces, se ha creado el Comité del Codex sobre Aditivos
Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC, Codex Committee on Food Additives and
Contaminants), que se centra en el control de los aditivos alimentarios y los contaminantes, para
que cumplan la regulacién. En lo que a la legislacion alimentaria se refiere, en todos los paises
miembros de la Unidn Europea se tiene que cumplir el REGLAMENTO (CE) N° 178/2002 ['"l del
Parlamento Europeo y del Consejo, del 28 de enero de 2002, donde se hace referencia a los
aditivos, indicando que los que se utilicen deben ser revisados por primera vez por la EFSA,
autoridad que se basa en las recomendaciones del CCFAC 3l EFSA recoge los métodos oficiales
a la hora de determinar los aditivos y siempre y cuando se tengan los datos suficientes se da
también el valor de la ingesta diaria aceptable (ADI Acceptable Daily Intake), que es la cantidad
maxima que una persona puede consumir de dicho aditivo diariamente durante toda su vida sin
sufrir ninglin riesgo para su salud, y se expresa en mg por kg de peso corporal (pc) y dia ['2,
Posteriormente, en el afio 2008 en el REGLAMENTO (CE) N° 1333/2008 ['3! del Parlamento
Europeo y del Consejo se establecié una lista de aditivos alimentarios, indicando su toxicidad, y
con la idea de que la EFSA los volviera a evaluar. Finalmente se elaboré el REGLAMENTO (UE) N°
1129/2011 DE LA COMISION 4], que es con el que se regula actualmente el uso de los aditivos, y

que modifica el anexo Il del reglamento 1333/2008.

A modo de resumen, se puede decir que existe una gran controversia sobre los efectos
que estos colorantes pueden producir en nuestro organismo, ya que hay muchos trabajos que
encuentran indicios de que estos aditivos causan los efectos adversos ya nombrados, mientras
que otros afirman no encontrar una relacién entre estos efectos y el consumo de colorantes

azoicos.

En este trabajo en concreto se han determinado dos de los muchos colorantes azoicos

cuyo uso esta permitido. Estos son la Tartrazina (E 102) y el Rojo Allura (E 129).



2.1.1. Tartrazina (E 102)

La tartrazina (5-hidroxi-1-(4-sulfonatofenil)-4(4-sulfonato-fenilazo)-3-carboxilato-1H-
pirazol trisddico), cuya estructura se puede ver en la figura 3, es uno de los colorantes mas
utilizados en la industria alimentaria, y como consecuencia de ello, también uno de los aditivos
mas estudiados, investigados y controlados. Se utiliza para darle a los alimentos un color
amarillo, y se emplea en postres y dulces, como pueden ser las gominolas o las gelatinas, en
bebidas, en snacks {(cuyo ejemplo podrian ser las patatas fritas), y como condimento, como por

ejemplo en la paella, donde se utiliza para darle ese color amarillo tan caracteristico [,

=N
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Figura 3. Estructura quimica de la tartrazina.

NaOOC

La tartrazina, ademas del nombre IUPAC y su nombre comun, también se nombra de
acuerdo al codigo E con el nombre de E 102, ya que es un colorante que proporciona color
amarillo, y en EEUU recibe el nombre de FD&C Amarillo N°5. Es un sélido muy soluble en agua, y
actualmente su valor de ADI se encuentra entre los 0 y los 10 mg/kg pc/dia. Su toxicidad viene
estudiandose desde la década de los 60, y en estudios realizados en el ano 2009 se decidio que la
ADI para este aditivo estaba entre 0 y T mg/kg pc/dia, y posteriores estudios asi lo confirmaron.
Pero finalmente, en el afio 2016, la dosis maxima diaria fue aumentada, hasta alcanzar el valor
actual debido a que no habia evidencias claras de los efectos adversos que podia provocar la
tartrazina (¢, Existen muchos estudios e informes que hablan sobre la peligrosidad de este
colorante, causando diferentes problemas, como pueden ser la activacion de receptores de
estrogeno que pueden provocar cirrosis biliar primaria en mujeres posmenopausicas, o la
capacidad de danar los linfocitos humanos y unirse directamente al ADN, aunque en dosis altas,

ademas de los supuestos efectos que se han explicado anteriormente 3!,

2.1.2. Rojo Allura (E 129)

Este colorante, cuyo nombre comun es rojo allura (2-hidroxi-1-(2-metoxi-5-metil-4-
sulfonato-fenilazo)-naftaleno-6-sulfonato dis6dico), en la UE se nombra sistematicamente con
el nombre de E 129, mientras que en EEUU se conoce como FD&C Rojo N°40, y como este ultimo
nombre indica, se utiliza para dar colores rojos a los alimentos. En la figura 4 podemos ver su

estructura quimica.



NaO3S (0] SOgNa

N CH,

Figura 4. Estructura quimica del rojo allura.

Este también es un sélido soluble en agua, pero en este caso tiene un color muy oscuro.
Es muy empleado en la industria de la reposteria y en la fabricacion de gominolas, alimentos
muy relacionados con los ninos. Este colorante fue estudiado por primera vez en la década de
los 80, y mas adelante en diferentes ensayos, obteniéndose unos resultados que se tradujeron
en un valor de ADI de entre 0y 7 mg/kg pc/dia por parte de la EFSA, valor que en este caso si se
ha mantenido en la ultima revision de este organismo en el afio 2016 ['®l. A diferencia de la
tartrazina, el rojo allura esta prohibido en paises como EEUU o India, mientras que su uso esta

permitido en la UE y en paises como China, Japon, Australia o Nueva Zelanda '],

Como se ha podido observar, el control y determinacion de los aditivos alimentarios es
muy importante, y en concreto el de los colorantes azoicos. Existen por lo tanto una gran
cantidad de técnicas que son capaces de analizar los colorantes. Hay que tener en cuenta que
los alimentos normalmente son muestras muy complejas, y que en muchos casos, previo al

analisis, hay que llevar a cabo algun tipo de extraccion del colorante.

Una de las técnicas mas empleadas en la determinacién de estos colorantes es la de la
espectrofotometria, ya que al igual que la mayoria de los colorantes, tanto la tartrazina como el
rojo allura absorben luz en el rango del visible. Por medio de la ley de Lambert-Beer, se puede
relacionar la radiacion absorbida con la concentraciéon de colorante y por ello, se ha utilizado en
muchas ocasiones en la determinacion de colorantes alimentarios ['81'9], Es una técnica muy til
y sencilla para alimentos que contengan un solo colorante, o en caso de tener mas de uno, que
estos no absorban en la misma zona del espectro, ya que si hay solapamiento espectral habria
que hacer uso de técnicas mas complejas como la quimiometria. Si hay ademas muy poca
discriminacion espectral (como puede ser por la presencia de dos colorantes rojos), entonces

habria que recurrir a otras técnicas de analisis.

Para solucionar este problema, también es muy utilizada la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), pero para ello se necesitan equipos
mas sofisticados y el analisis es mas costoso. En la mayoria de los casos se acopla a detectores
UV-Vis, PDA o MS. Este ultimo detector se emplea en los casos en los que los espectros de los
colorantes de la mezcla son muy parecidos y no se puede designar cada pico a cada colorante

10



['7], Esta técnica se ha empleado en la determinacion de rojo allura en articulos como el de K.
Rovina et. al. 29, o de la tartrazina junto con otros colorantes, como en el trabajo de M. Sulekova

et.al. (21,

Otras técnicas que también se emplean con el mismo fin son las de la cromatografia en
capa fina (TLC) o la electroforesis capilar {CE). El primero de los métodos se utiliza para realizar
un analisis cualitativo sencillo y econdmico, y con el segundo se puede obtener informacion

cuantitativa ['7].

2.2. Analisis de imagen digital

El analisis de imagen es una técnica cuya importancia en el campo de la quimica
analitica ha aumentado mucho en los Gltimos anos, gracias en parte al desarrollo de nuevas y
mas potentes técnicas del analisis del color. Esto se refleja en que entre los afos 2005 y 2015 se
publicaron el 87,5% de los articulos que habia hasta entonces relacionados con este tipo de

analisis [22],

La principal caracteristica de los colorantes alimentarios es su capacidad de dar color a
los alimentos, lo que se puede apreciar de manera visual, incluso llegar a afirmar que un
alimento tiene mucho o poco colorante en funcion de su tonalidad e intensidad, pero en ningun
momento podremos decir la cantidad exacta de colorante que hay. En cierto modo, el color,
apreciado visualmente, si ha sido una propiedad que se ha utilizado en el analisis quimico, pero

sobre todo para en analisis cualitativo o para encontrar el punto final de una reaccion 22,

El analisis de imagen es un conjunto de técnicas destinadas a obtener datos relativos a
un sistema objeto de estudio a partir de imagenes de dicho sistema 23], y para poder llevarlo a
cabo, se necesita un dispositivo de imagen (una camara o un escaner) conectado a un
ordenador, un sistema de iluminacion y un software de control y procesamiento. Una vez
tomada la imagen, esta se divide en cuadriculas bidimensionales que se conocen como pixeles,

que son la unidad minima de informacion en una imagen digital (22,

Para poder cuantificar los colores se utiliza la colorimetria. Esta es la ciencia que estudia
los procesos relacionados con el color desarrollando métodos para cuantificar la informacion y
asi poder procesarla y analizarla, empleando el color como una propiedad mas en la deteccion
quimica y fisica. Para ello lo que se hace es utilizar los que se conoce como espacio de color, por
medio de los cuales se representa un color empleando tres colores primarios, de acuerdo con la
afirmacion de Helmholtz de que cualquier color puede ser formado combinando tres colores
primarios correctamente elegidos. Existen diferentes espacios de color, y la mayoria emplean

tres componentes para describir con precision el sistema de vision humano (221,
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Un ejemplo es el espacio de color RGB, que es el mas empleado en los dispositivos de
imagenes. Funciona de manera similar al sistema visual humano, empleando el rojo (R, red), el
verde (G, green) y el azul (B, blue) como los tres componentes para definir un color. Una vez la
imagen es tomada en este espacio de color, si se desea, se pueden obtiener las coordenadas de
otros espacios mediante operaciones matematicas. Estos espacios pueden ser HSV, CIELAB o
CMVYK entre otros. En el espacio RGB las coordenadas varian desde la tupla (tipo de dato
secuencial que sirve para agrupar varios valores como si fueran un Unico valor) [0, 0, 0] que
define el color negro, hasta el [2"7, 2", 2™T], que seria el color blanco y donde n es el nimero de
bits para cada canal. Cada uno de los valores de las coordenadas se refiere a los colores rojo
verde y azul, en ese orden 22, La figura 5 muestra el desglose de una imagen tomada en este

espacio de color en los diferentes canales que lo forman.
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Figura 5. Desglose de una imagen en el espacio de color RGB. a) Imagen original. b) Canal R. c) Canal G.
d) Canal B.

La instrumentacion que puede emplearse en quimica analitica para la toma de imagenes
digitales, ya sea un escaner o una camara digital, tiene una fuente de luz, un detector o
dispositivo de captura para llevar a cabo el reconocimiento, y la electronica necesaria para
procesar y transmitir la informacion. El funcionamiento de estos consiste en absorber energia
luminosa y convertirla en energia eléctrica, generandose una senal que se suele convertir en un

codigo digital que caracteriza las coordenadas de color correspondientes 22,

En este trabajo, el dispositivo empleado para la adquisicion de la imagen fue un escaner
de oficina. Como en la mayoria de escaneres normales, el elemento a analizar se coloca sobre

una placa de vidrio, debajo de la cual hay un elemento mévil compuesto por una fuente de luz y
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los sensores. La fuente de luz barre la muestra mientras que los sensores captan la luz reflejada
convirtiendo la intensidad recibida en senales eléctricas que se convierten en informacion
digital [?21. En la literatura hay una gran cantidad de trabajos que emplean el escaner como
aparato de toma de imagen, e incluso para determinar cuantitativamente colorantes en
alimentos, como son los trabajos de F. Soponar et. al. 4] y B.G. Botelho et. al. [%], aunque
también se ha realizado un analisis cuantitativo de colorantes empleando teléfonos méviles [26],
El escaner, junto al analisis de imagen, también ha sido empleado por ejemplo para determinar
cocaina en muestras tras realizarles el test de Scott [}, en la determinacion del contenido de
proteinas en arroz 28, en la determinacion del brillo en electrodepésitos de niquel 2213% g en |a

evaluaciéon morfologica de recubrimientos de cromo 1],

En los parrafos anteriores se ha hablado de fuentes de luz, y es que la iluminacién es muy
importante a la hora de la toma de la imagen. Por eso, a la hora de llevar a cabo un analisis de
imagen, este debe hacerse en un ambiente cuyas condiciones de iluminacion estén bien
controladas, ya que si se emplean diferentes fuentes de luz, los resultados que se obtienen son
muy diferentes [?2l. Esta es la razon por la cual a la hora de obtener las imagenes con una camara
digital o un teléfono movil, siempre se crea un sistema mas o menos complejo mediante el cual
las condiciones de iluminacion puedan ser controladas, al igual que los escaneres
convencionales tienen una tapa con la que se consigue que toda la iluminaciéon que llegue a la
muestra provenga del propio aparato. En este caso, se ha empleado un sistema muy sencillo,
que consiste en una tapa que imita a la tapa del escaner, ya que al colocar en el escaner cosas
mas altas que un papel (como es la placa de microtitulacion) la propia tapa del escaner no se
puede cerrar y puede haber problemas con la iluminacion. A modo de control se ha empleado
un patron de color (Figura 6). Viendo si los colores del patron cambiaban de una imagen a otra
se controlaba la iluminacién. Si de una imagen a otra existen cambios habria que corregir las

imagenes como viene descrito en los trabajos de M. Vidal et. al. [29130],

- ES | B i

Figura 6. Patron de color para el control de la iluminacion.

Una vez tomada la imagen y almacenada, se pasa al procesado de la imagen digital, lo
gue implica una serie de operaciones para mejorar la imagen o para sacar informacion de la
misma. Uno de los procesamientos mas utilizados es el de la segmentacion de la imagen, que
tiene como objetivo escoger la parte de la imagen que contiene la informacion analitica,
conocida como ROl (Region of Interest) y eso se puede hacer basandose en los valores de pixeles.

También hay otras operaciones como pueden ser la del ajuste del brillo, suavizado, etc.

Finalmente, se lleva a cabo el analisis de la imagen digital con la intencién de extraer
informacion quimica {(como la concentracion) de la region de interés (ROI) de la imagen. Para

ello se puede utilizar diferentes parametros, los cuales se pueden obtener empleando
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herramientas y softwares como Photoshop o MatLab. Estos parametros pueden ser
simplemente los valores promedios de los canales R, G y B o de otros espacios de color. En
muchas ocasiones no existe una relacion sencilla entre la informacién que se ha extraido y la
concentracion, y para solucionarlo, una de los métodos que se pueden utilizar, es el de la

calibracion multivariable 221,

Si tuvieramos que dividir el proceso del analisis de imagen este podria dividirse en tres
partes: primero estaria la toma de muestra, donde el aparato empleado juega un papel
fundamental junto con el control de la iluminacion. A continuacion, el procesado de la imagen
es una etapa importante, ya que preparamos la imagen digital para poder realizar su posterior
analisis. Y por ultimo, el analisis de la imagen, que consiste en obtener los parametros de la

imagen que intentaremos relacionarlos con el color.

La gran ventaja de esta técnica es que es una técnica barata y rapida, a pesar de que en
algunos casos la obtencion de los parametros de la imagen pueda ser algo complicada, v

ademas se trata de un analisis no destructivo.

2.3. Quimiometria

Como se ha explicado en el apartado anterior, en muchos de los casos en los que se lleva
a cabo un estudio por medio del analisis de imagen, se obtienen una gran cantidad de datos, que

necesitan un tratamiento complejo con el objetivo de obtener la informacién de interés.

En general, con el desarrollo de nuevos métodos, mas modernos, se pueden obtener una
gran cantidad de datos, para los cuales hay que emplear herramientas especiales como es la
quimiometria, empleada también en este trabajo. La quimiometria es una disciplina que,
aplicando conocimientos matematicos, generalmente estadisticos, a procesos quimicos,
consigue extraer de los datos experimentales la mayor cantidad posible de informacion y
extender el conocimiento del sistema quimico. Partiendo de la base de que todos los datos no
son informacién, por medio de la quimiometria se consigue extraer toda o la mayoria esta
informacion disminuyendo los datos iniciales al discriminar entre la informacion relevante y otra

de menor interés [32],

Esta es una herramienta compleja y que requiere de equipos y softwares especializados,
permitiendo trabajar con mas de una variable (datos multivariables) a diferencia del analisis
tradicional donde solamente hay una Unica variable (datos univariables). Por ejemplo, el
problema de conocer la concentracion de un colorante en una muestra mediante
espectrofotometria puede resolverse mediante un analisis univariable, escogiendo la

absorbancia a la longitud de onda en la que el coeficiente de absorcién del analito es maximo.
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Pero cuando en la muestra hay una mezcla de colorantes cuyos espectros se solapan y las
absorciones en los maximos se ven influenciadas por la presencia del otro compuesto, esto se
puede resolver escogiendo una parte mas amplia del espectro (mas de una longitud de onda) y
después empleando herramientas quimiométricas. Para ello lo que se suele hacer es crear una
matriz de datos, en las que cada columna corresponde a una variable (en este caso las diferentes

longitudes de onda) y cada fila a una muestra para crear un modelo robusto de calibracion 32,

La quimiometria tiene diferentes campos de aplicacion. Esta se puede aplicar para el
diseno de experimentos, ya que con ella se pueden ver que variables no son relevantes y de esa
manera evitar experimentos que no son necesarios, y también estudia donde, como y cuando

deben realizarse las experiencias para que contengan la informacion necesaria 1331,

Otro campo de aplicacion es la busqueda de tendencias en los datos con el objetivo de
reducir el espacio en el que observar nuestras muestras, reduciendo el espacio original de
multiples dimensiones a uno de dimensiones reducidas. Para ello se deben combinar
adecuadamente las variables medidas formando nuevas variables que se conocen como
variables latentes o componentes principales que contengan la informacion inicial, y la técnica
analisis de componentes principales (PCA, Principal Component Analysis) es la mas empleada
para ello. De esta manera sera mas facil comprobar si el conjunto de muestras es homogéneo,
encontrar muestras discrepantes o que se diferencien del resto {outlier) y ver si todas las
variables son independientes o si tienen relacion entre ellas y por lo tanto hay algunas

redundantes 331,

Una tercera aplicacion es la de relacionar conjuntos de datos. Si por ejemplo se quiere
relacionar los parametros que han sido medidos con las propiedades que miden la calidad de un
producto se emplea la calibracion multivariable. Al no haber modelos tedricos y formarse estos
ajustandose a los datos que se introducen (modelos “ad hoc”) es muy importante llevar a cabo

pruebas de validacion 331,

Una ultima aplicacién que cabe destacar es la posibilidad de analizar sistemas en
evolucién. Si por ejemplo queremos conocer la concentracién de un sustrato en un sistema en
evolucion se deben coger muestras y analizarlas continuamente, algo que resulta laborioso. En
cambio, existen técnicas mas sencillas de determinacion de la concentracion. Un ejemplo seria
el empleo de medidas en el infrarrojo cercano (NIR, Near InfraRed). Con una sonda se pueden
tomar continuamente espectros del sistema, espectros que variaran con la concentraciéon de
sustrato. Estos espectros se podrian resolver por medio de la quimiometria y conocer asi la

concentracion de sustrato en cada instante 331,

En este trabajo, se ha aplicado la quimiometria, y mas concretamente la calibracion
multivariable, por un lado disminuyendo el nimero de variables mediante un PCA y por otro

relacionando las variables reducidas con la concentracion de los colorantes en las muestras
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utilizando el algoritmo de la regresion parcial por minimos cuadrados (PLS, Partial Least

Squares).

2.3.1. Analisis de componentes principales

Como se ha dicho anteriormente, el objetivo del PCA es la reduccion de datos. Para ello,
a partir de un conjunto inicial de variables {observables) se obtiene otro conjunto de variables
(no observables) por combinaciones lineales de las originales y que son capaces de describir la
muestra. Se obtiene la misma cantidad de variables que al principio, y estas se conocen como
variables latentes o componentes principales (PC, Principal Components), pero en este caso se
elige como primer componente principal (PC1) a aquel que recoge la mayor variabilidad de los
datos, y el siguiente (PC2) recogera la siguiente mayor parte de esta y asi sucesivamente y
finalmente se cogeran los PCs necesarios siempre que la varianza que expliquen sea

significativamente mayor al nivel de ruido de los datos [34),

La mejor forma de ilustrarlo es por medio de un ejemplo en la que solo tenemos 3
variables: partiendo de una matriz de datos que contiene 20 muestras y 3 variables que
corresponden a tres longitudes de onda, se hace una representacion de los datos en un espacio
tridimensional, ya que tenemos 3 variables (Figura 7a). A continuaciéon se buscan los
componentes principales, como ya se ha explicado antes. El PC1 tendra la direcciéon de maxima
variabilidad de los datos, y el PC2 explicara la segunda maxima variabilidad pero siempre siendo
ortogonal a PC1 (Figura 7b). El PC3, también existira, pero si la variabilidad que logra explicar en
los datos es minima, se puede prescindir de él y asi el sistema experimentara una reducciéon de
variables. Finalmente se cambia el eje de coordenadas para una visualizacion mas sencilla de los

datos (Figura 7¢) 33,

pC2

Figura 7. Reorganizacion de la matriz de datos por medio del algoritmo del PCA.

Las muestras se relacionan con los nuevos ejes, es decir con las nuevas variables o PCs
por medio de los scores. Los scores son la distancia de las muestras a estos nuevos ejes, por lo
que cada muestra tendra un score diferente dependiendo de a que PC se refiera. Lo mismo

ocurre con las variables iniciales, que por medio de los loadings se relacionan los ejes antiguos
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con los nuevos ejes. De esta manera se puede ver de manera muy sencilla qué variables estan

relacionadas y dan la misma informacion.

2.3.2. Calibracion multivariable

La calibracion es una operacion con la que se busca relacionar un valor indicado por un
instrumento de medida (X) con valores conocidos, que generalmente seran concentraciones (y).
Si X fuera una sola variable, la operacion que se realiza se conoce como calibracién univariable,
pero al ser una matriz, para cada valor de concentracion (y) hay un vector de informacion (mas

de una variable), y es entonces cuando se realiza la calibracion multivariable.

Para llevar a cabo esta ualtima, volvemos a valernos de la quimiometria, siendo la
regresion de componentes principales (PCR, Principal Component Regression) y la ya
mencionada regresion parcial por minimos cuadrados (PLS, Partial Least Scuares Regression),
algoritmos muy utilizados. Ambos se basan en una reduccion de variables por medio de un PCA,
con la diferencia de que en el PCR se establece una relacion entre los scores, obtenidos en un
PCA previo de los valores de la matriz X, con los valores de y, mientras que con el PLS lo que se
realiza es un PCA en el que se tiene en cuenta tanto los valores de la matriz X como los de y

buscando que el modelo explique la maxima variabilidad de ambas matrices.

Antes de realizar cualquiera de estas operaciones, ya sea un PCA, un PCR o un PLS, se
suele realizar un pre-procesado de los datos, ya que si una de las variables tiene otras unidades o
una magnitud diferente, el modelo puede resultar distorsionado. Esto ocurre porque si una de
las variables tiene un rango de variabilidad mayor (una varianza mayor) al de las demas puede
tener mayor influencia en el modelo. El pre-procesado consiste en realizar operaciones
matematicas. Uno de estos pretratamiento es el centrado, en la que se le resta a cada dato la
media de los valores de la variable a la que corresponde, de forma que el centro de todas las
variables se sitla en cero. Junto al centrado, el otro pre-procesado muy empleado es el
autoescalado, donde una vez los datos han sido centrados, estos se dividen por la desviacion
estandar de los valores de la variable. La operacion de centrado se suele emplear casi siempre, y

la de autoescalado cuando las variables tienen diferentes varianzas 351,

2.4, Espectrofotometria ultravioleta-visible

En este trabajo, se ha empleado la espectrofotometria UV-Vis como referencia, ya que
los colorantes alimentarios son capaces de absorber luz de la regién del visible y por ello esta

técnica es una de la mas utilizada en el analisis cuantitativo de estos compuestos [171136],
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La espectrofotometria es el conjunto de procedimientos que utilizan la luz para medir
concentraciones quimicas, en este caso lo que ocurre es que al radiar una molécula a diferentes
longitudes de onda, cuando la energia de los fotones coindice con la energia de algln salto de
energia de la propia molécula, esta absorbe el fotén pasando a un estado excitado. En la
espectrofotometria de absorcion UV-Vis lo que se mide es la transmitancia (T), que indica la
fraccion de luz incidente que pasa a través de la muestra, por lo que se calcula dividiendo la

radiacion que no ha absorbido la muestra (P) entre la radiacion inicial (Po):

T = (1)

P
Py
Para relacionar la transmitancia con la concentracion primero se debe definir la absorbancia (A),

ya que es esta la que es directamente proporcional a la concentracion (c).

P
A= 10910 (FO) = — lOgloT (2)

La relacion entre absorbancia y concentracion viene dada por la Ley de Beer:

A= ¢€bc 3)

En la ecuacién 3, ¢ es la absortividad molar, que se define como la cantidad de luz que
absorbe una especie determinada a una longitud de onda concreta por unidad de
concentracion en molaridad. b es el paso optico, y la ¢ es la concentracion de la especie

absorbente.

Gracias a los monocromadores de los que disponen los espectrofotometros, se obtiene
la informacion a cada longitud de onda, haciendo un barrido que se resuelve en un espectro 137],
Cuando en la muestra Gnicamente hay una Unica sustancia que absorbe se puede obtener la
concentracion de este a partir de un analisis univariable, escogiendo la absorbancia a la longitud
de onda que mas absorba el analito. Pero cuando se tratan de mezclas, como es el caso de este
trabajo, en el que hay presencia de dos colorantes, los espectros se pueden solapar y para

resolverlos se debe utilizar el analisis multivariable [38.
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3. Objetivo

El objetivo de este trabajo es desarrollar un método sencillo, barato y rapido basado en
el analisis de imagen digital que permita determinar con una exactitud aceptable la
concentracion del colorante alimenticio E 129 en mezclas, concretamente en presencia de otro
colorante como es el E 102, y utilizando la espectrofotometria UV-Vis como técnica de
referencia. Mediante la espectrofotometria UV-Vis se determinaran cuantitativamente ambos

colorantes.

Para ello se utilizara la calibracion multivariable, a través de la cual se obtendran
modelos para ambos métodos, modelos que se validaran. Se calcularan parametros estadisticos
como son la exactitud y la precision, se haran estudios de recuperacion y se aplicaran los
modelos a muestras reales que contengan estos colorantes. Finalmente, se compararan los

resultados obtenidos por analisis de imagen con los obtenidos por espectrofotometria UV-Vis.
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4. Experimental

4.1. Preparacion de muestras y optimizacion del pH

Primero se pesaron los gramos de colorante alimentario necesarios para preparar las
disoluciones stock tanto de tartrazina (E 102) como de rojo allura (E 129) de 100 mg/L en agua
bidestilada. A partir de ellas se prepararon todas las muestras necesarias para la calibracion y la
validacion de los dos métodos, ademas de emplearlas en el calculo de las recuperaciones.
Ambos colorantes fueron suministrados por la empresa Roha Epsa S.L. (Valencia, Espana), y la
balanza empleada para pesar todos los reactivos vy muestras reales empleados durante el
trabajo fue una METTLER TOLEDO (Greifensee, Suiza).

Todas las disoluciones utilizadas en la obtencién del calibrado se prepararon a partir de
las stocks haciendo diluciones de éstas con agua bidestilada para obtener las mezclas de
concentraciones deseadas. A continuacion se prepararon las muestras reales, las cuales
tuvieron una preparacioén algo mas larga. Las muestras reales seleccionadas para analizar
fueron un colorante alimentario comercial, muy utilizado sobre todo como colorante para la

paella, y un helado alargado refrescante de naranja (flash).

Antes de comenzar a preparar cualquier muestra, se llevd a cabo un estudio de la
influencia del pH en la absorbancia de ambos colorantes por separado. Para ello, de las
disoluciones stock, se cogieron las cantidades necesarias para preparar nuevas disoluciones de
30 mg/L ay se les vario el pH. Primero se midi6 el pH de la disolucién original de cada colorante
para después anadir acido acético glacial o diluido, si lo que se deseaba era obtener pHs acidos,
0 una disoluciéon de amoniaco al 10% v/v. Anadiendo volimenes diferentes de ambos, se
obtuvieron los pH que se muestran en la tabla 1, de las cuales se obtuvieron los espectros

correspondientes.

Tabla 1. Valores de pHs obtenidos para las diferentes disoluciones de ambos colorantes. La
muestra 1 en ambos casos se refiere a la disolucion de colorante en agua

E 102 E 129
Muestra pH Muestra pH
1 8,33 1 1,75
2 4,92 2 3,51
3 10,67 3 2,89
4 3,59 4 10,51
5 2,84

Observando como variaban los espectros con el pH se establecio el rango de pH 6ptimo,
considerando este rango como el rango de pH donde los valores de absorbancia a la longitud de

onda maxima eran mas altos. Para ajustar posteriormente el pH de las muestras reales en el
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rango de pH 6ptimo, se emplearon las mismas disoluciones de acido acético y NH3 10% v/v. Este
procedimiento de optimizacion se llevo a cabo con un pH-metro de sobremesa Crison Basic 20

(Barcelona, Espana).

Antes de medir los espectros y de obtener las imagenes, las muestras reales se filtraron
con filtros de acetato de celulosa de 0,45 um de poro distribuidos por FILTER-LAB® (Barcelona,
Espana) con el objetivo de eliminar todas las impurezas que pudiesen quedar en las

disoluciones.

Por un lado, el colorante alimentario, que contiene tartrazina, es un sélido, del cual
0,0480 g se disolvieron en 100,0 mL de agua destilada (D1). Posteriormente, se hizo una dilucion
1/10. Para obtener los porcentajes de recuperacion, tanto para rojo allura (por analisis de
imagen y espectrofotometria) como para tartrazina (por espectrofotometria), lo que se hizo fue
coger 1,00 mL de D1y se anadieron diferentes cantidades de los colorantes a partir de las stock,
para finalmente anadir agua bidestilada hasta alcanzar los 10,00 mL de disolucion. Este
procedimiento se repitio completamente volviendo a preparar una nueva disolucion (D2), en la
que se pesaron 0,0576 g de colorante alimentario que se disolvieron en 100,0 mL de agua
bidestilada.

Por otro lado, el flash de naranja (que contiene ambos colorantes) se dejé descongelar, y
una vez liquido se cogieron 2,00 mL y se anadieron 50,0 uL de NH3 10% v/v, ya que a diferencia del
colorante alimentario tiene un pH muy acido y se debe ajustar al rango de pH 6ptimo que se
especificara después. Finalmente se anadieron 8,00 mL de agua bidestilada dando lugar a la
disolucion F1. Siguiendo el mismo procedimiento, pero anadiendo a la muestra de flash inicial
diferentes concentraciones de tartrazina y rojo allura, se calcularon los porcentajes de
recuperacion. Con un segundo lote se siguié el mismo procedimiento para preparar F2, pero en
este caso, a la hora de preparar las muestras para obtener las recuperaciones solamente se
cogid 1,00 mL de flash, al cual se le anadieron 25,0 L de amoniaco y luego distintas cantidades

de stock y nuevamente agua bidestilada hasta alcanzar, en este caso, los 10,025 mL.

4.2. Analisis de imagen

4.2.1. Aparatos y softwares

Todas las imagenes fueron tomadas por medio de un escaner de oficina como es el
EPSON STYLUS DX7400 (Jap6n), gracias al software EPSON Scan que se encontraba instalado en
el ordenador con el que se trabajo. Este ordenador era un DELL Optiplex 7010 Intel® CORE™ i7
de 465GB, que también disponia de la herramienta de MATLAB R2013b (The Mathworks, Inc.
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Natick, MA) con la PLS_toolbox (Eigenvector Research, Inc, Wenatchee, WA) que permitié el
tratamiento de los datos y la posterior obtencion de modelos. Para el cambio de las imagenes
entre los diferentes espacios de color se usé la Image Processing Toolbox™ (The Mathworks, Inc.
Natick, MA).

4.2.2. Muestras empleadas

Para la calibracion y la validacion se emplearon un total de 73 muestras con mezclas de
los dos colorantes preparadas a partir de los stocks de 100 mg/L, 73 puntos que formaban una
matriz de 2D, en la que en el eje x aparecen las concentraciones de E 102, mientras que en ely las
concentraciones de E 129. Ambos colorantes se encontraban en concentraciones entre los los
0.20 mg/Ly los 50,0 mg/L.

Para calcular la reproducibilidad de la técnica se prepararon muestras a dos niveles de
concentracion, uno bajo, de 10,0 mg/L y otro alto, de 26,0 mg/L para los dos colorantes. Se
midieron 20 veces durante 5 dias, y variando la posicion de medida de las disoluciones en el
escaner, entre una esquina del escaner y el centro. Las medidas de repetibilidad se llevaron a
cabo con los mismos niveles de concentracion que en el caso de la reproducibilidad, y para ello

se tomaron 10 medidas, todas ellas durante un mismo dia y en la misma posicién.

En cuanto a las muestras reales, se tomo una muestra de flash de dos lotes diferentes, al
igual que del el colorante alimentario. Para el calculo de la recuperacion, en el lote 1 del flash se
emplearon dos niveles de concentracion, uno alto y otro bajo, con réplicas en ambos casos. En el
lote 2 de flash las recuperaciones se dividieron en cuatro niveles, todos medidos en dos
ocasiones, donde en dos de los niveles Gnicamente se anadia uno de los dos colorantes mientras
gue en los otros dos se afadian ambos. El procedimiento seguido para el colorante alimenticio
fue muy parecido. En este caso, partiendo de ambos lotes se prepararon seis disoluciones con
cantidades diferentes de las disoluciones stock anadidas para estudiar las recuperaciones. En
dos de ellas se anadio E 102 a dos niveles de concentracion; en otras dos E 129 a dos niveles de

concentraciony en las ultimas dos se anadio tanto E 102 como E 129 en distintos niveles.

4.2.3. Matriz de calibracion y de validacion

Al azar se separaron las 73 muestras en dos grupos, donde 47 fueron al grupo de
calibracion y las 24 restantes al grupo de validacion, manteniendo siempre las réplicas en un

mismo grupo, lo que se refleja en la figura 8.
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Figura 8. Matriz de concentraciones para el analisis de imagen diferenciando muestras de calibracion
de validacion. En azul las muestras de calibracion y en rojo las de validacion. Las lineas corresponden a
muestras Unicas mientras que los cuadrados representan réplicas.

En la figura 8 se pueden diferenciar las muestras que fueron seleccionadas para formar
parte de la calibracion (en azul) de las de validacion (en rojo) para la técnica del analisis de
imagen. También se pueden ver en ambos grupos, indicados con cuadrados de su color
correspondiente, las concentraciones en las que se han medido mas de una muestra, es decir, en

las que hay réplicas.

4.2.4. Tomade las imagenes

Para la obtencidn de laimagen, primero se emplearon unas placas Petri, pero finalmente
todo el estudio se llevo a cabo utilizando unas placas de microtitulacion de Bioster (Replblica
Checa) (empleadas también en trabajos como el de R. Ahirwar et. al.l**] o el de D. Damasceno et.
al.l*0]), de esta manera se ahorraba mucha cantidad de muestra y ademas en una misma imagen

se podian escanear varias muestras .

Para la toma de imagenes se emple6 una tapa blanca, hecha a medida, para simular las
condiciones normales de un escaner con la tapa bajada, ya que al introducir las placas la tapa no
podia bajarse y por lo tanto no se conseguia aislar las muestras de la iluminaciéon exterior.
Ademas de esto, en toda imagen que se tomaba se colocaba un patron de color, (Figura 9a), para
poder controlar la estabilidad de las medidas. El patron de color se fabricé a partir de piezas de
LEGO® para emplearlo en trabajos anteriores en el Grupo de Quimiometria Aplicada de la
UPV/EHU 1],
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En los pocillos de las placas de microtitulacién Unicamente habia que emplear 400 uL de
muestra. En cada placa hay un total de 94 pocillos que se podian rellenar, pero solamente unos
pocos se utilizaban en cada medida para que no hubiera problemas por reflexion de la luz de

pocillos llenos con muestra, sobre pocillos contiguos (Figura 9b).

Una vez preparada la placa con las muestras en los pocillos, ésta se llevaba al escaner y
se intentaba colocar siempre en la misma posicion (como muestra la figura 9¢), y junto con ella,
siempre el patréon de color. Una vez colocados, se tapaban con la tapa blanca para aislar las
muestras de la luz del exterior y se procedia al escaneado. El escaneado se realizé siempre bajo
las mismas condiciones (Figura 9d). De esta manera se obtenian imagenes de 5100 x 7019 x 3
pixeles, de los cuales sélo interesaban aquellas regiones en las que se encontraban las muestras
(ROI). Por ello, tras tomar la imagen, éstas eran recortadas reduciéndose cada muestra a una

imagen de dimensiones 21 x 21 x 3, y se calculaban los parametros de las imagenes que se

deseaban.

Figura 9. Toma de imagen. a) Patron de color para controlar la estabilidad del escaner. b) Placa de
microtritacion con 9 pocillos llenos con mezclas de diferentes concentraciones de los colorantes E
102y E 129. ¢) Posicion de la placa y del patron de color a la hora de la toma de imagen. d) Situacion al
colocar la tapa para evitar problemas con la iluminacion.

Ademas de las muestras, también se recortaba la parte de laimagen especifica en cada
pieza coloreada del patréon de color para el posterior estudio de estabilidad de la iluminaciéon.
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4.2.5. Procesamiento de laimagen

Una vez realizados los recortes, se intentdé encontrar una relacion lineal entre la

concentracion de cada colorante y valores extraidos de las imagenes.

El problema se abord6 de tres formas. En la primera se intentd aplicar la calibracion
univariable buscando una relacion directa entre cada canal R, G y B con la concentracion. En la
segunda, se aplico un método obtenido de la bibliografia (método bibliogrdfico) con el que
anteriormente se ha relacionado el color extraido de diferentes imagenes con fines
cuantitativos #2143 y en la tercera se propuso un procedimiento propio (método propio), y
sencillo, de extraccion de la informacion de color que puede ser relevante para relacionarla con

la concentracion. Los ultimos dos métodos se van a explicar con detalle a continuacion.

4.2.5.1. Método bibliogrdfico

Se busco obtener una huella dactilar {(colorgrama) parecida a la que se emplea en dos
articulos de la bibliografia [“2[“3], En el articulo de A. Antonelli et. al. (2], del afio 2004, con esta
huella dactilar se clasificaron distintas salsas de pesto de cinco productores diferentes, y se
obtuvieron resultados muy alentadores. En cambio, en el segundo de los articulos, de A. Ulrici
[43], este mas reciente, del 2012, se busco identificar muestras de jamén que estuvieran danadas
por falta de color rojo en su piel. Para poder construir esta huella dactilar, primero se deben
obtener los valores de R, G y B para cada pixel de cada una de las imagenes, con lo que se
construye una matriz tridimensional de datos para cada muestrade Xx Y x 3, donde X e Y son las
dimensiones de imagen, y la tercera dimension hace referencia a los tres canales R G y B. Una
vez obtenida esta matriz, se transforma a una matriz de dos dimensiones de forma que: Xx Y x 3
= XY x 3, donde las dimensiones XY son el producto de X e Y. Al cambio de las dimensiones de una
matriz se llama reshape. Después se realizan tres PCAs, donde las variables son los tres canales R,
G vy B: Un PCA sin ningln pretratamiento (PCA_RAW), un PCA con un centrado de los datos
(PCA_MNCN) y finalmente un PCA con autoestacalado (PCA_AUTO). De cada uno de estos tres

PCAs se sacan los valores del primer score.

A continuacion se genera una nueva matriz para cada muestra, donde cada pixel estara
definido por 13 variables. Las tres primeras seran los valores de R, G y B, por ese orden, y a
continuacion el valor de la suma de los tres canales (L). Las variables 5,6 y 7 son los valores de los
colores relativos (rR, rG y rB), que para obtenerlos hay que dividir cada canal por la suma de los
tres. Las siguientes tres variables (8 a 10) son las que pertenecen a los valores de los tres canales
de un nuevo espacio de color como es el HSV, que se divide en tres nuevos canales como son el
H, el Sy el V. Las ultimas variables de esta matriz corresponden a los valores de los scores del
primer PC obtenido en cada uno de los PCA anteriores, siendo la variable 11 el score del
PC1_RAW, el 12 elde PCI_MNCN yel 13 elde PC1_AUTO.
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Una vez obtenida la matriz se realiza un histograma para cada columna, obteniéndose

asi una nueva matriz de dimensiones 256 x 13 para cada muestra, que se transforman a su vez

en un vector de 1 x 3328 (256 x 13) (reshape). A este nuevo vector se le aiaden los valores de los

tres loading y el primer eigenvalue de cada PCA anterior. De manera que por cada PCA se

anaden 3 loadings y un eingenvalues, dando un total de 12 nuevas variables y formandose asi el

vector definitivo de 3340 variables. Al juntar todos los vectores de cada una de las 73 muestras,

se obtiene una matriz de 73 x 3340. Este procedimiento, se explica de manera esquematicaen la

figura 10.
73 muestras/,w
R |G B
R, G, B PCA RAW —% S rawl
- | |
(']
: PCA_MMNCN —» S_mncnl
(3]
PCA_AUTO —» 5_autol
Variables derivadas
del RGB
Histograma de 256 ?V
R.G,B,L,....V,S_rawl.. valores para cada R.G,B,L,...V,5 rawl..
Reshape B variable y
[f=] il (o]
& %
=
(o]
13 13
colorgrama
. | R(1),R(2),...5_auto1{256] | Afiadir 3 loadings +1 | | |
Ju | | eingenvalues por cada Z | | |
a PCA:(3+1)x3 a
= Ll =
g | Al ]
™~ : =
3328 3328 12
Variables

73

sel1saniy

3340

Figura 10. Esquema del procedimiento para la obtencion de los colorgramas para las 73 muestras del

calibrado tras hacer el recortede 21 x 21 x 3.
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4.2.5.2. Método propio

Aqui se buscé una nueva huella dactilar mucho mas simple que la anterior compuesta
Unicamente por las medias de canales de diferentes espacios de colores. Los espacios de colores

seleccionados fueron:

e RGB

e HSV

e CIELAB, donde el espacio de color se divide enlos canales L, Ay b.

e CMVYK, donde el espacio de color se divide enlos canales C, M, Yy K.

e YCBCR, donde el espacio de color se divide en los canales y, CBy CR.

De esta manera, se obtuvo un nuevo colorgrama donde cada muestra esta definida por

un total de 16 variables muy faciles de obtener (Figura 11).

Espacio RGB HSV CIELAB CMYK YCBCR
Canal | R|G|B|H|S|V|LIA|Ib|C|IM|Y | K|]y|CB|CR
M1
M2
lmrs | | PP

Figura 11. Esquema del colorgrama obtenido con la huella dactilar del método propio.

4.3. Espectrofotometria UV-Vis

4.3.1. Aparatos y softwares

En la obtencién de los espectros por medio de la espectrofotometria UV-Vis se
emplearon dos espectrofotémetros, por un lado T92+UV spectrophotometer PG y por otro un
Agilent 8453 UV-Visible spectrophotometer. Para su posterior analisis se utilizd el mismo
ordenador que en el de analisis de imagen, pero en este caso se usé un software diferente, The
Unscrambler X 10.3 Client {Como, Trondheim, Noruega) que permitié obtener los calibrados por

medio de un analisis multivariable.
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4.3.2. Muestras empleadas

Para esta técnica, se anadieron 21 estandares mas a los 73 analizados en el analisis de
imagen, dando un total de 94, mientras que las muestras reales analizadas fueron exactamente

las mismas.

En este caso, el estudio de la precision se realizo de la siguiente manera: para conocer la
reproducibilidad, lo que se hizo fue medir un Unico nivel, donde ambos colorantes tenian una
concentracion cercana a los 8 mg/L, tres veces al dia durante tres dias. La repetibilidad en
cambio se obtuvo de medir este mismo nivel de concentracion en seis ocasiones durante un

mismo dia.

4.3.3. Matriz de calibracion y de validacion

La division de las muestras para la calibracidon y validacion de esta segunda técnica se
llevé a cabo también al azar, dando lugar a dos grupos de 47 muestras cada uno como muestra
la figura 12, donde se puede observar que las muestras han sido representadas de la misma

forma que se ha hecho enlafigura 7.

50,0 = - -—
400 1 ®m - = - [ ]
_— = N - -
30,0 -
& o _ _ - Calibracién
g e - = _ - _ M Calibracién réplicas
20,0 - - —Validacion
- - - - = m W Validacion réplicas
100 1= = N - a - -0 -
- - [ - [ |
B = = -
00 & . . L L] L
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

E 129 (mg/L)

Figura 12. Matriz de concentraciones para el analisis de imagen diferenciando muestras de
calibraciéon de validacion. En azul las muestras de calibracion y en rojo las de validacion. Las lineas
corresponden a muestras Unicas mientras que los cuadrados representan réplicas.
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Una vez realizados los espectros, para la medida de los cuales se usé siempre la misma
cubeta, éstos se recortaron para obtener el intervalo de longitudes de onda de interés. En este
caso ese intervalo iba desde los 350 hasta los 610 nm, intervalo en el cual se encuentran los
maximos de absorcion de los dos colorantes, y por lo tanto el que mas informacién daba sobre

ambos.

4.4, Calculo de los errores de los modelos de calibracion multivariable

Para valorar los modelos obtenidos se calcularon los errores relativos (E.R., %) siguiendo
la ecuacion 4, donde n es el niUmero de muestras, Ynaiado €5 la concentracion predicha por el
modelo y donde ypuesto €5 el valor de concentracion de la disolucion preparada. Por medio de esta
ecuacion se calculan los errores relativos tanto de la calibracion {E.R.ca), como de la cross-

validation (E.R.cv) y la de la validacion externa (E.R.va).

Z?:1(y hallado — ypuesto)2 (4)
et (¥ puesto)

E.R.(%) = 100

4.5. Calculo de los limites de deteccion

Finalmente cabe destacar la forma en la que se calcul6 el limite de deteccion (LOD, Limit
Of Detection) para los dos métodos empleados. El LOD es uno de los parametros mas
importantes en los métodos analiticos, y representa la minima cantidad de especie a identificar
gque genera una sefal analitica significativamente diferente de la senal del blanco o ruido de
fondo 1321, A pesar de que en la calibracion univariable el calculo del LOD esta bien definido, en la
calibracion multivariable no existe un método definitivo. En este caso se calcul6 siguiendo el
método propuesto por M. Ostra et. al [*4], y que fue empleado en la Tesis de la Dra. M Vidal 4]
siguiendo la ecuacion 5. En esta ecuacion se toma como desviacion estandar del blanco (Seianco)
la desviacion estandar calculada a partir de los residuales obtenidos del modelo de calibracion
de PLS y b es el vector de regresion, donde se indica cuanto contribuye cada variable en el
modelo final. El limite de cuantificacion (LOQ, Limit Of Quantification) se calculé multiplicando
el LOD por 3,3.

LOD =3 *Spianco * b (5)
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5. Resultados y discusion

5.1. Optimizacién del pH

Como se ha explicado en el apartada 4.1., lo primero que se llevdo a cabo fue la
optimizacion del pH midiendo los espectros de las muestras a los pHs indicados en la tabla 1. De

esta manera, se obtuvieron los espectros de la figura 13:

a) 16 -
1.4 e pH=8,33

—pH=4,92
pH=10,67

=—pH=3,59

——pH=2,84

1.2
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Figura 13. Optimizacion del pH. a) Espectros de disoluciones de E 102 a distintos pH. b) Espectros de
disoluciones de E 129 a distintos pH.

De la figura 13 se puede interpretar que los pH basicos hacen que la absorbancia
disminuya, ya que los espectros de las muestras a pH 10,67 para E 102 y a pH 10,51 para E 129
son las que dan un menor valor de absorbancia en el maximo. En el caso del E 129 los espectros
son muy parecidos en todo el rango de pH medido, pero en el caso del E 102 un pH basico como

es el de 10,67 hace que el espectro sea muy diferente al de las demas muestras. Ademas, para la
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tartrazina, al aumentar el pH, no solo disminuye la absorbancia, si no que el maximo se ve
desplazado a longitudes de onda menores, lo que se conoce como desplazamiento

hipsocromico, o desplazamiento al azul.

Por todo ello, se lleg6 a la conclusion de que el rango de pH 6ptimo para la medida de los

colorantes se encontraba alrededor de un pH de entre 3-8.

5.2. Analisis de imagen

El principal objetivo de este trabajo es el de establecer un método nuevo de medida de
colorantes mediante analisis de imagen. A continuacion se muestran los resultados obtenidos

para la determinacién de E 129 en muestras en presencia de E 102.

5.2.1. Patron de color, medida de la estabilidad de la imagen

A modo de control de la estabilidad de la toma de imagenes se empled el patron de color
va mencionado en el apartado de la parte experimental. De esta manera, se puede comprobar
que todas las imagenes se han tomado bajo las mismas condiciones de iluminacion y por lo
tanto los resultados obtenidos no estan sometidos a un error sistematico. Para ello, en todas las
imagenes tomadas, junto con la placa de microtitulacidén se colocaba este patron de la forma

que se indica en la figura 9c.

Inicialmente se tomaron 5 imagenes del patron de color medidas a lo largo de diferentes
meses, y se calculd la media del espacio de color RGB para cada uno de los colores del patron
(Figura 14). Con esto se generaron diez diagramas de control, uno para cada uno de los colores
(Figura 15) donde se represent6 la media de las 5 medidas (representada por una linea negra
discontinua en los diagramas de control de la figura 15) y sumandole y restandole 2 y 3 veces la
desviacion estandar para obtener las lineas de aviso (lineas verdes en los diagramas de la figura
15) y las lineas de accion (lineas rojas en los diagramas de la figura 15) respectivamente. Si en las
medidas de las imagenes posteriores las lineas de aviso son superadas debemos estar atentos a
posibles inestabilidades en la toma de laimagen, mientras que se superan las lineas de accion se
deben tomar medidas. En cada uno de los diagramas de la figura 15 estan representadas las
medias RGB de los colores del patron de color de todas las imagenes que se han utilizado
durante todo el trabajo, tanto de aquellas imagenes empleadas en la calibracién y validacion del

modelo, como las de las muestras reales y las de los calculos de los parametros estadisticos.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

N I 1 B 3 i

Figura 14. Patron de color y asignacion de un nimero a cada color. 1: Verde_1; 2: Negro; 3: Naranja; 4: Amarillo;
5: Gris; 6: Azul; 7: Verde_claro; 8: Rojo; 9: Blanco; 10: Verde_2.

31



Verde_1 Negro
74 - 35
33
] o
73 a1 |
3 3 2 o
g 12 [e} & o) (¢)
o 000,0 0 © ] 0.2 ___ - -
£ 5 | @-0---0==-0-g----0-gOg=----- - £ % o6 © v
o 71 o O 25 (o 36} o
= o 0o lo) = o
70 | [o) 23
21
69 : : : : : ‘ 19 . ‘
0 5 10 15 20 25 30 0 10 15 30
Muestra Muestra
Naranja Amarillo
130 4 - 159 4
129 | 158,5 -
158 -
G181 ] 1575 4
[~ B N o [ O o
o127 o 157
8 8 1565 | ==t ececccccccceee- ———————————
S 126 2 156,
156 -
125 1 155,5
124 . ; ; ; ; ‘ 155 ; ,
0 5 10 15 20 25 30 10 15 30
Muestra Muestra
Gris Azul
150 -
9% -
1495 -
o ® 91
O 149 A o
e T e it S o | ooe -——
D 1485 S 86 o 'OOOO'O'OOO
= =
148 - - 81 1
1475 : : : : : s 76 ; . ,
0 5 10 15 20 25 30 0 10 15 30
Muestra Muestra
Verde_claro Rojo
120 4 % -
119 -
w 118 Il
g 17 1 & o
e e A S CEE R OIS 892 | ccommm—qyE@rmmm——mmmmmmeomo-
RN 3 004 o0°
=15 | = o
91 4 (o]
14
113 : : : : ; ‘ 20 :
0 5 10 15 20 25 30 0 10 15 30
Muestra Muestra
Blanco Verde_2
231 - 76 -
O i
230 (o) 00° ™
o 00 o oo o.oo - 74
Q229 | =======--- - O ---O--"Tg~"""""a -- ]
& (¢} A E] 00
o o0 o-0o L B T PR Ly
© o [e]*] (o)
% 228 | Aooo g 72 lo) o O
= > [e) 7
227 -
o 70
226 : 69 . ;
0 5 10 15 20 25 30 0 10 15
Muestra Muestra

Figura 15. Diagramas de control con la representacion de los valores de las imagenes tomadas a lo
largo del trabajo para cada uno de los colores del patron.
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Para todos los colores, exceptuando el amarillo, las muestras estan en su mayoria dentro
de los limites de accion. Cabe destacar la muestra numero 4, ya que tiene un comportamiento
distinto a las demas muestras, y en muchos de los colores del patréon representados se trata de
un punto maximo en los diagramas. Pero como en la mayoria de los casos se encuentra dentro

del rango deseado, no se realizd ninguna correccion sobre ella.

Como se puede ver en la figura 15, en el diagrama de control correspondiente al color
amarillo, muchas muestras se encuentran fuera de los limites de accion, pero igualmente no se
considerd correccion alguna, ya que en los demas colores esto no ocurria. En el caso del color
amarillo, lo que ocurre es que el rango que hay entre las dos lineas de accion es muy pequeno

(de 156 a 157, una sola unidad) si lo comparamos con cualquier otro color.

Con este analisis, podemos concluir que la toma de imagenes es reproducible, siendo
una técnica estable en el tiempo, y que por lo tanto podemos hacer uso de las imagenes

tomadas. Sin tener que hacer ningln preprocesado para corregir efectos de la iluminacion.

5.2.2. Influencia de los pocillos con muestra sobre pocillos vecinos

Mediante un analisis corto y sencillo se midio la influencia que puede tener el colocar dos
muestras en dos pocillos contiguos a la hora de escanear las placas, ya que a simple vista se
pudo ver que estos pocillos podian verse afectados. Para ello se cogidé una de las imagenes
escaneadas (Figura 16) en la que una serie de pocillos habian sido ocupados con diferentes
disoluciones preparadas de E 129, y se estudiaron 18 de los pocillos que estaban vacios. Siempre
se estudiaron pocillos que se encontraban contiguos a otros llenos en direccion horizontal
segln se visualiza la imagen en el ordenador, que es en el eje en el que la influencia parece mas

evidente.

Los 18 pocillos se dividieron en tres grupos, cada uno con 6 muestras (Tabla 2). El primer
grupo esta formado por los pocillos que en la figura 16a se enumeran del 1 al 6. Estos se
encuentran contiguos a pocillos que contienen una disolucion de concentracion alta de E 129,
por encima de 15 mg/L. Los pocillos de este primer grupo se considera que estan muy
influenciados. Los del segundo grupo, que se consideraron con influencia baja, estaban junto a
pocillos que contenian muestras mas diluidas (entre 12,5 y 4 mg/L). Finalmente, el tercer grupo
se formo6 con pocillos que en principio no debian estar influenciadas por no estar contiguos a

muestras y se tomaron como referencia.

Como se puede ver en la figura 16b, la media de R, G y B fue elegida para comparar los 18
pocillos. En esa misma figura, se puede comprobar que las medias obtenidas para el grupo 1
tienen una mayor dispersion que las de los otros dos grupos, lo que refuerza la idea de que existe

una influencia en los pocillos contiguos. A los valores de los tres grupos se les realizo un analisis
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ANOVA de un factor, segln el cual existen diferencias significativas entre los tres grupos, al ser

la F experimental mayor a la F tabulada en un 95% de confianza (Tabla 3) 34,

A
a)

Vertical

Horizontal
b) 108 -
106 - . ;
8 104 - ; °
o 102 -
E $
g 100 A
98 - *
96 - *
94 T T T 1
0 1 2 3 4
Grupo

Figura 16. a) Imagen empleada para el estudio de la influencia de los pocillos, indicando los
pocillos seleccionados para el mismo. b) Representacion del promedio de los canalesR, Gy B
frente a los tres grupos, en rojo el primer grupo, en azul el segundo y en verde el tercero.
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Tabla 2. Resumen de los datos empleados para el analisis ANOVA.

Grupos Cuenta Suma Promedio | Varianza
1 6 602,9 100,5 10,0
2 6 620,3 103.4 1,14
3 6 628,8 104,8 0,789

Tabla 3. Resultados del analisis ANOVA.

Origendela Sumade Gradosde | Promediosde | Fexperimental Valorde P Ftabulada
varianza cuadrados libertad los cuadrados
Entre grupos 58,1 2 29,0 7,30 0,00611 3,68
Dentrode 59,7 15 3,98
grupos
Total 17,7 17

Tras este estudio, se llegd a la conclusion de que los pocillos vacios contiguos a uno con
muestra se ven afectados por la presencia de ésta, sobre todo los que estan a la derechao ala

izquierda de la muestra en laimagen tomada de la placa.

Este efecto de que los pocillos contiguos en la direccion horizontal a otros que
contengan muestra se vean afectados puede deberse a que al moverse la luz del escaner a lo
largo de la direccion vertical, la luz reflejada por las muestras se expanda algo en la direccion

contraria al movimiento, influyendo a los pocillos que ahi se encuentran.

Con ello, se tomd la decision de no colocar ninguna muestra contigua a otra en la

direccién horizontal.

5.2.3. Modelos de calibracion para los colorantes a partir de las imagenes

Sabiendo la forma mas adecuada de llenar los pocillos se procede a la obtencion de las
imagenes, dando lugar a imagenes como la figura 17. Como puede observarse, con una Unica
imagen pueden medirse simultaneamente varias muestras. Se lleva a cabo el recorte de las
mismas, para conseguir imagenes de 21 x 21 x 3 pixeles para cada muestra seleccionando de la

imagen completa las regiones de interés (ROI) (figura 17):

35




Figura 17. Ejemplo de una imagen escaneada empleada durante el trabajo. Imagenes ampliadas
de algunos recortes de los pocillos de 21 x 21 x 3 pixeles.

Una vez realizados los recortes se extrajeron tanto variables individuales como
colorgramas de las imagenes que pudieran definir el color de cada muestra y por consiguiente la

concentracion de los colorantes.

5.2.3.1. Calibracion univariable

Lo primero que se intenté aplicar fue la calibracién univariable. En este caso, no sélo se
intentd buscar un modelo de calibracién para rojo allura, sino también para tartrazina con la
media de alguno de los canales R, G o B. Para ello se representaron los valores citados frente a
las concentraciones de cada colorante, obteniéndose las graficas que se muestran en la figura
18.
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Figura 18. Calibracion univariable para ambos colorantes respecto de las medias R (en rojo), G (en verde) y B
(en azul). a) Representacion de la media R frente a la concentracion de E 102. b) Representacion de la media
R frente a la concentracion de E 129. c) Representacion de la media G frente a la concentraciéon de E 102. d)
Representacion de la media G frente a la concentracion de E 129. e) Representacion de la media B frente a la
concentracion de E 102. f) Representacion de la media B frente a la concentracién de E 129.
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Como era de esperar, el analisis individual de los canales R, G 6 B no se relaciona de
manera sencilla con las concentraciones de los colorantes en la mezcla, probablemente porque
el color final en cada canal no depende unicamente de la concentracion de uno de los
colorantes, si no que existe dependencia del otro colorante. En ninguno de los casos se aprecia
un comportamiento lineal en el que se relacione la concentracion con la media de alguno de los
canales. En todo caso, al representar la media del canal B frente a ambas concentraciones se
observa un comportamiento que podria ser logaritmico. Ademas a medida que aumenta la
concentracion del colorante estudiado la dispersion de los datos disminuye, algo que es logico,
ya que cuanta mayor sea la presencia de uno de los colorantes, el color se vera menos afectado
por la presencia del otro. Este comportamiento logaritmico, puede verse también en la relacion
entre la media G y [E 129] (mg/L) (Figura 18d). Por ello, y a pesar de las tendencias logaritmicas
observadas, se descarto este tipo de calibracion y se opto por una calibraciéon multivariable con
la esperanza de obtener modelos lineales y mas robustos, como son los que a continuaciéon se

describen.

5.2.3.2. Calibracion multivariable siguiendo un método de la bibliografia

Seguido de este sencillo intento de calibracion, se opt6 por un procedimiento basado en
la obtencién de un colorgrama encontrado en el trabajo de A. Ulrici et. al. 3], el cual se explica en
el apartado 4.2.5.1. y en la figura 10. Se decidi6 empezar por encontrar un modelo capaz de
predecir la concentracion de rojo allura en presencia de interferencia de tartrazina. En funcion
de los resultados obtenidos, se podria pantear como trabajo futuro la obtencién de un modelo

predictivo para tartrazina en presencia de rojo allura.

Para ello se empled la matriz de concentraciones indicada en la figura 9, y de cada una de
las muestras se calcularon los parametros necesarios para formar el colorgrama y crear asi una
matriz de datos de 73 x 3340. Una vez hecho esto, con las 49 muestras de calibracion, se realizo
un PLS conla PLS_toolbox.

Algunas muestras fueron eliminadas del modelo porque se comprobé que en muestras
en las que la concentraciéon de uno de los dos colorantes, o la suma de las concentraciones era
muy grande, el color intenso hacia que se saturase el color de la imagen y no fuera posible
realizar una buena prediccion a partir de ellas. Para visualizar las muestras que fueron
eliminadas, en la figura 19a se puede ver como en la matriz de concentraciones empleada en el
analisis de imagen se ha introducido un linea recta. Las muestras con concentraciones por

encima de la recta son las que fueron eliminadas, figura 19b.
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Figura 19. a) Matriz de concentraciones inicial y sobre ella la linea recta. b) Matriz de concentraciones
final. En azul las muestras de calibracion y en rojo las de validacion. Las lineas corresponden a
muestras Gnicas mientras que los cuadrados representan réplicas.

Ademas de estas muestras también se elimind alguna que otra muestra a la hora de
definir los modelos siguiendo las recomendaciones del programa, por tener un residual y/o un
leverage muy alto. Un residual alto indica que la muestra no esta bien explicada por el modelo,
mientras que el leverage indica cuanto se aleja el comportamiento de esa muestra de la de las
demas que conforman el modelo y por lo tanto cuanto lo puede distorsionar. Ademas de varias
muestras también se eliminaron algunas variables atendiendo a la poca variabilidad que
explicaban en relacion a la concentracion. Asi pues, finalmente la matriz de datos con la que se
realiz6 el modelo PLS fue una matriz de 29 muestras y 119 variables (matriz X), mientras que, los

valores de concentracién conocidos de E 129 formaban el vectory.

La figura 20 muestra los valores predichos por el modelo para la concentracion de E 129
en mg/L para los datos de la calibracién (Cal) junto a los obtenidos de validacion interna o cross-
validation (CV), una validacion que se realizo mediante el método de leave one out, que consiste
en realizar tantos calibrados como muestras haya, dejando en cada caso una fuera vy

prediciendo su valor.
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Figura 20. Representacion del hallado vs puesto de las concentraciones de E 129 utilizando el método
de la bibliografia. Los rombos en azul se refieren a las muestras calibracion, mientras que los
cuadrados rojos a las de cross-validation. Se dan, ademas, las rectas de regresion obtenidas.

Este modelo PLS que se obtuvo con 4 PCs (con los cuales solo se lograba explicar un
64,19% de la variabilidad de la matriz X y un 96,58% de las concentraciones en y) no resulté lo
suficientemente satisfactorio, por los altos errores y por su diferencia entre el calibrado y la
validacién interna (Tabla 4). Como se puede ver en la tabla 4, donde se recogen los valores de los
errores y de las regresiones de este modelo, este esta totalmente sobreajustado, ya que a pesar
de que el error en la calibracion es aceptable (cercano al 10%), en la cross-validation este es muy
alto en comparacion con el primero. Al emplear un modelo con menos PCs se obtenian errores

mayores, y no se eliminaba el problema del sobreajustado.

Por eso se procedid a la realizacion de un nuevo método, al cual se le llamé método
propio. Viendo este mal resultado no se calculé el limite de deteccion ni la validacion externa y
directamente se pasd a buscar otro modelo. También cabe destacar que la obtencion de la
matriz de datos con la cual se lleva a cabo el método bibliogrdfico es mucho mas laboriosa que el

nuevo que se propone.

Tabla 4. Datos de la calibracion y cross-validation del método bibliografico.

Ecuacién R? E.R. %
Cal 0,9658 + 0,2322 0,9658 12,73
cv 0,8575 +0,9919 0, 7374 36,59
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5.2.3.3. Calibracion multivariable por el método propio

Al ver que el modelo anterior no fue satisfactorio, por los motivos explicados en el
apartado 5.2.3.2., se opto por estudiar el que se llamoé método propio. Como ya se ha explicado en
el apartado 4.2.5.2., este es un método en el cual las variables que se emplean son muy sencillas

de obtener, lo que facilita mucho el trabajo.

Con el mismo objetivo que antes, el de la determinacion del colorante E 129 en presencia
de E 102, se realiz6 la misma eliminacion de muestras que se indica en la figura 17, y una vez
reducido el nimero de muestras se intentd obtener un modelo satisfactorio. Para ello, ademas
de esas muestras que se encontraban por encima de la linea recta se eliminé alguna que otra
muestra siguiendo el mismo razonamiento que en el apartado anterior, atendiendo a su valor
del residual y del leverage. Ademas de muestras, también se eliminaron variables, ya que, de
forma empirica, se vio que al quedarse Unicamente con las variables del espacio de color RGB y
las del LAB el modelo mejoraba considerablemente. El modelo se obtuvo con una matriz de 28
muestras y 6 variables y con 4 PCs. EI LOD y el LOQ se calcularon como se explica en el apartado

4.5.y se obtuvieron valores de 1,8 mg/L y 5,9 mg/L respectivamente.

Asi pues, los puntos que se encontraron por debajo del LOD también se eliminaron,
quedandose Unicamente 19 muestras para calibracion y validacion interna, en un rango de
concentraciones entre 3,0 y 35,2 mg/L para E 129 con interferencia del otro colorante en
concentraciones que se encontraban en el rango entre 0,8 y 30,0 mg/L. Se obtuvieron las rectas
hallado vs puesto que se muestran en la figura 21 con 4 PCs, con los cuales se explicaba el
99,98% de la variabilidad de la matriz X y un 98,67% de la concentracion de E 129 (y). En este caso,
la calibracion, ademas de con coss-validation leave one out, también se validd por medio de una
validacion externa, con 15 muestras que no habian sido incluidas en el modelo (validacion
externa). Las muestras de este grupo se redujeron de 24 a 15, ya que se eliminaron las muestras
con concentraciones muy altas como en la obtencion del modelo. En la figura 21 se pueden ver

las rectas de regresion obtenidas para la calibracion, la validacion interna y validacion externa.

Los errores relativos obtenidos con este modelo (Tabla 5), tanto para la calibracion
(ERcai%), como para la cross-validation (ERcv%) v la validacion externa (ERva%), todos ellos entre

5.7% - 12,4%, mejoran los valores obtenidos con el anterior método reflejados en la tabla 4.
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Figura 21. Representacion del hallado vs puesto de las concentraciones de E 129 utilizando el método
propio. Los rombos en azul se refieren a las muestras de calibraciéon, mientras que los cuadrados rojos
a las muestras de cross-validation. Por ultimo, los triangulos verdes corresponden a las muestras de la
validacion externa.

La precision del método se evalué calculando la desviacidon estandar relativa (RSD%,
Relative Standar Derivation) de la reproducibilidad y la repetibilidad a dos niveles de
concentraciones diferentes (Tabla 5) como se explica en el apartado 4.2.2. Para la
reproducibilidad se obtuvieron valores de RSD% de 4,8% y 12,2%, valores parecidos a los
obtenidos para la repetibilidad de 54% y 14,2%. En ambos casos la mayor desviacion
corresponde al nivel mas bajo de concentracion. Por debajo de un 10% los valores de la
desviacion estandar relativa se consideran buenos. En este caso los valores para el nivel alto
estan por debajo y por lo tanto son satisfactorios, mientras que los del nivel bajo, superan por

poco ese valor y por lo tanto también se consideran aceptables.

Por otro lado, la exactitud se midié por medio de la recuperaciéon en muestras reales.
Para los dos lotes de flash (F1y F2) se obtuvieron recuperaciones de E 129 en los rangos de 94,7%
- 104% y 102% - 106% respectivamente. En el caso del colorante alimentario también se
emplearon dos disoluciones iniciales (D1 y D2), y en este caso los rangos de recuperacion
teniendo en cuenta ambas fueron 90,7% - 99,7% vy 95,4% - 97,9%, respectivamente. En todos los

casos las recuperaciones obtenidas son cercanas al 100%, y por ello muy satisfactorios.
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Tabla 5. Parametros analiticos de calidad del modelo para E 129 con analisis de imageny el método propio.

Rango lineal R? LOD LOQ Errores relativos (E.R.) | Reproducibilidad Repetibilidad Recuperaciones
(mg/L) (mg/L) | (mg/L) (%) (RSD%) (RSD%) (%)
ERcai% | ERc% | ERvai% | 10mg/L | 26 mg/L | 10 mg/L | 26 mg/L F1 F2 D1 D2
E 129 3-35,2 0,987 1.8 59 571 10,2 12,4 12,2 4,8 14,2 54 94,7-104 102-106 90,7-99,7 | 95,4-98,0
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5.3. Espectroscopia ultravioleta-visible

Como se ya se ha citado antes, la técnica de la espectroscopia UV-Vis se empled para
validar la técnica del analisis de imagen. En este caso se crearon modelos de calibracion tanto

para E 102 como para E 129.

Para ello, y con la matriz de calibracion de la figura 12, se utilizd el programa The
Unscrambler. En el caso del colorante E 102, las muestras que contenian una concentracion de
este superior a los 40 mg/L no fueron empleadas ya que en el maximo de absorbancia se

superaban las 2 unidades de absorbancia, y por lo tanto dejaba de cumplirse la Ley de Beer.

Para esta técnica de referencia se calcularon los mismos parametros estadisticos que
con la nueva técnica para poder validarla. Para empezar se realizaron las calibraciones para
ambos colorantes. En este caso, y dado la diferencia espectral entre los espectros de ambos
colorantes (Figura 13), se esperaba obtener un buen modelo de calibracion para cada uno de
ellos. Se validaron ambos, por un lado mediante cross-validation pero en este caso con Random,
que en vez de dejar una Unica muestra fuera y calcular un modelo con las demas (como en el
leave-one-out), divide todas las muestras en grupos aleatorias que son las que va sacando fuera
para luego predecirlas, y por otro mediante una validacion externa con muestras que no
participaban en el modelo. Para los modelos de ambos colorantes se escogieron 2 PCs, con los
que se lograba explicar el 100% de la varianza tanto en las variables (X) como en las

concentraciones (y).

El colorante E 102 se model6 con 31 muestras para la calibracion (ya que se eliminaron
las muestras por encima de 40 mg/L y las que posteriormente se encontraron por debajo del
LOD) y 37 muestras se dejaron para la validacion externa. El niimero original de muestras de

validacion se redujo por el mismo motivo. La figura 22a muestra estas representaciones.

Por otro lado, para el colorante E 129, el niumero de muestras empleadas para la
calibracion fue 45, dos menos de las 47 iniciales que se eliminaron por encontrarse por debajo
del LOD, mientras que en la validacion externa se emplearon las 47. En la figura 22b, se pueden
ver los resultados de prediccidon obtenidos para las muestras de calibracion, cross- validation y

validacion externa.
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Figura 22. Representacion del puesto vs hallado de las concentraciones para la espectrofotometria. a)
Concentraciones de E 102. b) Concentraciones de E 129. Los rombos en azul se refieren a las muestras
de calibracién, mientras que los cuadrados rojos a las muestras de cross-validation. Por ultimo, los
triangulos verdes corresponden a las muestra de la validacién externa.
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Una vez mas, la precision se estudio calculando la RSD% de la reproducibilidad vy
repetibilidad, en este caso a una Unica concentracion y para los dos colorantes. Para la
tartrazina, los valores obtenidos para la reproducibilidad y repetibilidad fueron de 0,54% y 0,57%

respectivamente, mientras que para el rojo allura fueron de 1,2% y 0,80%. (Tabla 6)

Finalmente, la exactitud, volvié a medirse por medio de la recuperacion. Para el E 102,
con el lote 1 de flash (F1) se obtuvieron recuperaciones entre 99,7% y 104% mientras que para el
lote 2 (F2) fue entre 100% y 109%, mientras que en el colorante alimentario comercial, se
obtuvieron valores entre 97,6% y 98,2% para D1y entre 99,4% y 103% para D2. En cambio, para el
E 129, con el F1 las recuperaciones obtenidas se encontraban en un rango entre el 94,6% vy 104%
y para el F2,96,8% y 106%, y en el caso del colorante alimenticio se obtuvieron rangos de 100% -
104%y 102% - 114% para el D1y D2 respectivamente.

Como cabia esperar los resultados obtenidos del calculo de la exactitud y de la precision
para esta técnica son muy buenos, y cabe destacar también, que para ambos colorantes, todos

los errores relativos calculados se encuentran por debajo del 6%.

Todos estos resultados se pueden ver mejor en la tabla 6, que esta a continuacion.
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Tabla 6. Parametros analiticos de calidad de los modelos para ambos colorantes con la técnica de espectroscopia UV-Vis.

Rango lineal R2 LOD LOQ Erroresrelativos (E.R.) | Reproducibilidad | Repetibilidad Recuperaciones
(mg/L) (mg/L) | (mg/L) (%) (RSD%) (RSD%) (%)
ERcai% | ERcv% | ERvai% 0,08 mg/L 0,08 mg/L F1 F2 D1 D2
E 102 0,2-35,9 0.995 0.14 0.46 4,3 50 57 0.54 0.56 99,7-104 100 - 109 97,6-98,2 99,4-103
E 129 0,8-50,0 0.999 0.65 2.2 1.4 1,5 1,7 1.20 0.80 94,6 - 104 96,8 - 105 100- 104 102-114
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5.4. Comparacion del método del analisis de imagen con el de
referencia

Como se ha venido diciendo durante todo el trabajo, el objetivo ha sido desarrollar un
método para la determinacion de colorantes mediante analisis de imagen que fuera validado

por medio de una técnica muy contrastada como es la espectrofotometria UV-Vis.

Para ello, se representaron las predicciones de las concentraciones de E 129 de las
muestras reales (siempre y cuando estas estuvieran por encima de los limites de deteccion) de

las del analisis de imagen frente a la técnica de referencia, como se puede ver en la figura 24.
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Figura 23. Comparacion de las predicciones de la espectrofotometria UV-Vis y el analisis de imagen en
muestras reales.

De esta representacion en la figura 23, se espera obtener una regresion cuya pendiente
sea 1y su ordenada en el origen (0,0), ya que lo ideal seria que con ambas técnicas se predijeran

los mismo valores de concentracion de E 129 en las muestras reales.

Con el objetivo de comprobar que no existen diferencias significativas entre ambos
métodos se aplico a los datos de la figura 23 el test de la elipse a un 95% de confianza (Figura 24),
donde EJCR se refiere a region de confianza eliptica (Elliptical Joint Confidence Region), en cuyo
centro se sittan los valores de pendiente y ordenada en el origen de la recta de la figura 23. Este
test también ha sido empleado con el mismo objetivo de confirmar la fiabilidad de un nuevo
método en el trabajo de L. Zhi et. al. 4],
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Figura 24. Resultado del test de la elipse en un 95% de confianza.

Al encontrarse el punto ideal, que indica pendiente 1y ordenada en el origen 0, dentro de

la elipse, se puede afirmar que no existen diferencias significativas al aplicar uno u otro método.
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6. Conclusiones

Se ha logrado desarrollar un método para la prediccion de rojo allura en presencia de
tartrazina por medio del analisis de imagen. Para ello se ha construido un modelo PLS,
relacionando el color de la muestra con parametros de la imagen sencillos de obtener. Este

modelo se ha validado y comparado con la espectrofotometria.

Como era de esperar los resultados obtenidos con el método de referencia, son mejores
a los obtenidos con el nuevo método aqui desarrollado (menor LOD, mayor rango lineal,
menores errores, etc). Sin embargo, hay que tener en cuenta, que el analisis de imagen es una
técnica muy sencilla y que en este caso emplea un escaner de oficina muy sencillo y barato a
diferencia del espectrofotometro necesario para el desarrollo de la espectrofotometria.
Ademas, las placas de microtitulacion empleadas en este trabajo permiten la medida
simultanea de mas de una muestra con una sola imagen, lo que se refleja en una reduccion del
tiempo a la hora de medir las muestras. La tercera ventaja que cabe destacar de este método, es

la disminucion de volumen de muestra a emplear, de unos 3 mL a 400 pL.

Por otra parte, se ha conseguido emplear el modelo obtenido por medio del analisis de
imagen para la prediccion de rojo allura en muestras reales, predicciones que han sido validadas
con el método de referencia, viendo que no existen diferencias significativas en el empleo de

cualquiera de los dos métodos.

También se ha llevado a cabo un control de la estabilidad de las medidas empleando el
patron de color, y comprobando que las imagenes obtenidas son comparables sin ser necesaria

la correccion de ninguna de estas.

Como un trabajo futuro, queda pendiente el desarrollo de un modelo con el que se logre
predecir la concentracion de la tartrazina en presencia de rojo allura, al igual que el empleo de
otro tipo de dispositivo de toma de la imagen, como puede ser una camara digital de un

smartphone.

Aun asi, los resultados obtenidos en este trabajo resultan satisfactorios, haciendo que
sea posible emplear este método en la determinacién de rojo allura en muestras, a pesar de que

haya interferencias y cambios en el color por accion de la tartrazina.
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6. Conclusions

A method to the prediction of allura red in presence of tartrazine has been developed. A
PLS model has been built, which relates the color of the sample with easy parameters obtained
from digital image. The model has been validated by comparing the results with the obtained by

spectrophotometry.

As it was expected, the results obtained with the reference method are better than the
ones with the new method (lower LOD, higher linearity range, lower errors, etc). Nevertheless,
the image analysis is a very simple technique and it is only necessary a simple and cheap
desktop scanner unlike the sophisticated apparatus that is used for the spectrophotometry. In
addition, microtitration plates allows the simultaneous measurement of several samples in one
image, so the time to take the measurements shortens. The third advantage of this method is

that it needs less volume of sample compared to spectrophotometry, 400 pL vs 3 mL.

On the other hand, the model obtained by image analysis has been used to predict allura
red in real samples. The predictions have been validated with the reference method, and no

significant differences between both methods have been arisen.

A control of the stability of the measurements was also carried out using the color
pattern and checking that the obtained images are comparable without being necessary the

correction of any of these.

As future work, the development of one model to predict the concentration of tartrazine
in presence of allura red is pending. Likewise, the use of another device for image capture, for

example a smartphone’s digital camera.

Even so, the results obtained in this work are satisfactory, making possible the use of this
method for the determination of allura red in samples, in spite of interferences and changes in

color by the presence of tartrazine.
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