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Abstract

A method for sulphites determination has been developed. It based on digital images and
reflected RGB colors produced in the chromogenic reaction with nitroprusside, or Boedeker’s
reaction.

Reaction factors such as: surfactants, reactive micro-particles of nitroprusside-zinc and different
amines. The amines that have been studied are: hexamethylenetetramine which was applied as an
alternative to Pyridine. On the other hand, amines such as: putrescine, cadaverine and histamine,
have demonstrated differences in its chromatic behavior. Thereby the histamine favors the
coloration, whereas the putrescine and the cadaverine are less sensitive and more similar to each
other.

Instrumental factors were studied. Between them: the reaction support, the class and the colour
of the illumination, conditions for the digital image capture with open or closed systems with
controlled stray light.

The colour variance and its distribution between the fundamental factors such as: analyte,
camera and method; has been evaluated.

The best analytical performance is achieved with white light and the reflected component G,
which reduces the detection limit from 6.0 to 3.0 mg/I.

It has also studied the quantitative determination method using a multiple linear regression, MLR,
based on RGB reflected colours with red, green and blue iluminations.

The method was applied to the control of sulphites in a commercial white wine. The
determination has been validated against an official reference method. The statics comparison of
results shows that no systematic errors. Also recovery values of spiked sample additions were 98%.

Key words:
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Resumen

Se ha desarrollado un método para la determinacién de sulfitos mediante la captura de imagenes
digitales y lectura de colores RGB reflejados producidos en la reaccién cromogénica con
nitroprusiato, o reaccién de Boedeker.

Se estudia la influencia de factores de reaccidn como: tensoactivos, preparacién de micro-
particulas reactivas de nitroprusiato-zinc y diferentes aminas. Las aminas estudiadas han sido: la
hexametilentetramina que se aplica como reactivo alternativo a la Piridina. Por otra parte aminas
como, putrescina, cadaverina e histamina, han demostrado una diferente influencia en Ia
cromaticidad. Asi, la histamina favorece significativamente la coloracién, mientras que la putrescinay
la cadaverina son menos sensibles y mas similares entre ellas.

Se han evaluado factores instrumentales como: el soporte donde se desarrolla la reaccion y el tipo
y color de iluminacidn ‘w-rgb’ de la imagen digital, ademas de la influencia de la captura de la imagen
en un sistema abierto o cerrado con luz parasita controlada.

Se caracteriza la varianza cromatica y su distribucion en los factores fundamentales: analito,
camara y método.

Las mejores prestaciones analiticas se consiguen con iluminacién blanca, y colores reflejados R- G,
lo que reduce el Limite de deteccidn de 6.0 a 3.0 mg/I. Se ha estudiado la aplicacién de un método de
regresion multiple, MLR, basado en la lectura de los colores RGB con iluminaciones roja, verde y azul.



El método se ha aplicado al control de sulfitos en vino blanco comercial. La determinacion se ha
validado frente a un método de referencia oficial. La comparacidon estadistica de resultados

demuestra que no hay errores sistematicos. Asi mismo los valores de recuperacidon de una muestra
aditivada, son del 98%.

Palabras clave:

Colorimetria imagen digital, RGB, Sulfitos, Boedeker, Micro-particulas, Control de vino.
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Capitulo I. Introduccion y objetivos

1.-INTRODUCCION: COLORIMETRIA DE IMAGENES DIGITALES.

El desarrollo de nuevos métodos analiticos basados en imagenes digitales, en particular la

Colorimetria de Imdagenes Digitalesl, DIC, mediante el uso de: camaras digitalesz, ’smart—phones’s, ‘i-

pad-tablets’, ‘web-cam’ o incluso ‘escaneres”, es un campo de gran impacto analitico. Se trata de
metodologia con procedimientos de medida en condiciones ‘casuales’ lo que junto a la inmediata
lectura de los datos crométicos, permite dar respuestas ajustadas a situaciones de alta demanda de
control analitico. Los métodos usan detectores de radiacion del tipo CMOS (Complementary Metal
Oxide Semiconductor), o CCD (Charge Coupled Device), que proporcionan medidas de colores
basicos, Rojo, Verde y Azul, RGB, de modo rapido y en ‘miles de puntos’.

En su aplicacion analitica se pueden diferenciar dos tipos de DIC:

e Basados en colores intrinsecos: cuando los mismos reactivos o productos experimentan un

cambio de color.

e Procesos con compuestos cromogénicos externos que reaccionan con los analitos para

producir un color o un cambio de color.

Se han publicado métodos para la detecciéon y medida rapida de diferentes analitos en muy
diversos campos. Asi se citan algunos ejemplos como: iones y metabolitos en fluidos bioldgicos,
antisépticos-povidona yodada-, Fe(lll) y Cloro en agua, Ni en meteoritos, o colorantes en alimentos®’.
Se ha aplicado en monitorizacidn continua y automatica de reactivos en tiempo real, control de
procesos industriales de electrodeposicion, en pruebas de campo semi-cuantitativas de compuestos
opiaceos ilicitos o anfetaminas. También se ha aplicado en métodos de emisién atdmica, DIB-FES, lo
que ha permitido determinar principios activos de productos farmacéuticos de modo indirecto, a
través de la emisién de metales alcalinos y alcalinotérreos®.

Los principios de la determinacién analitica cuantitativa mediante imagenes digitales, son:

° Captura de una imagen digital.
° Lectura de la intensidad de la luz reflejada en los colores basicos RGB.
. Relacién con la concentracion del analito de interés.

En el procedimiento, la luz que alcanza un pixel del detector CCD-CMOS ha sido reflejada por los
objetos coloreados que son previamente iluminados. El detector estd compuesto de una plantilla de
filtros (RGB), de modo que filtra y mide estos componentes. Finalmente, un micro-procesador escala
y ajusta los colores para compensar las variaciones en las condiciones de captura, tales como las
debidas al nivel de exposicidn-brillo, y la cromaticidad del iluminante (balance del blanco). Las
medidas son valores individuales de intensidades de color RGB, escalados segln la sensibilidad del
detector-sensor. Asi, sensores que leen mediante 8 bits: dan lugar a respuestas escaladas en el
rango: 28, 0-255 unidades relativas de color. Mayores escalas, y sensibilidades se consiguen con
sensores de 24 bits que dan lugar a medidas con 2**: 0-16 777 215 unidades relativas de color.

En la colorimetria tricromdatica RGB, los colores pueden ser definidos y codificados como suma
aditiva de los tres filtros: RGB. Asi, en un sensor con lectura de 8 bits, el color negro viene definido
por la codificacién: (0, 0, 0); mientras que el color blanco es definido por: (255, 255, 255).



B-bit ar 256 eslor displaya

Figura 1: Codificacién de un canal de color mediante un sensor de 8 bits

Figura 2: Imagen de una composicién aditiva de colores basicos

Los valores RGB medidos son dependientes de muchos factores, entre ellos: la fuente del
iluminante, la reflectancia de los objetos y los efectos de interpretacidn de la cdmara. Este complejo
modelo introduce algun grado de error y diferencias cuando se comparan diferentes capturas-
imagenes.

La metodologia analitica DIC cuantitativa estudia las relaciones entre las intensidades de los
colores basicos con las concentraciones analiticas en las condiciones de comparabilidad o
reproducibilidad que dan lugar a resultados fiables.

1.1.- La colorimetria tricromatica

El principio de la colorimetria tricromatica establece que cualquier color puede ser igualado por la
suma de tres colores primarios convenientemente elegidos. En el sistema de coloracidn definido por
la CIE (1931) se toman como colores primarios: los obtenidos a longitudes de onda: 435,8nm (azul),
el 546,1nm (verde) y el 700nm (rojo).

Los sistemas de medida de color en las cdmaras digitales se basan en el uso de una mascara o
filtro-mosaico de colores que se sitia sobre el sensor, CCD-CMOS. Los filtros transmiten la luz de un
solo color primario: R, G o B.

El tipico filtro es el conocido como mosaico-mascara de Bayer y que se presenta en la Figura 3.
Como se puede ver, el filtro esta formado por una distribucion y disposicidn sistematica de filtros
verdes (50% del total), rojos (25%) y azules (25%).

Asi a cada pixel-fotodiodo del sensor le llega la luz correspondiente a un color primario.
Posteriormente se deduce matematicamente la luminosidad, en cada pixel, a partir de la luminosidad
que aportan 4 pixeles diferentes proximos. Es decir, la sefal cromatica de una camara, es
dependiente de la configuracién de la mdascara y los algoritmos-procesos de interpolaciéon de los
colores individuales.

Figura 3: Mosaico tipico de Bayer utilizado en las cdmaras digitales, en el cudl se muestra la
predominancia de los puntos verdes.



1.2.- Empleo de la colorimetria RGB en investigaciones precedentes

Nuestro grupo trabaja la caracterizacion de la DIC mediante el uso de técnicas quimiométricas
avanzadas. Ademas ha puesto a punto diferentes metodologias analiticas para determinaciones de:
Ti (IV) como aditivo en plésticos’, la demanda quimica de oxigeno en aguas '°, peréxido de hidrégeno
(H,0,) en desinfectantes y productos quimicos™, dureza en aguas'?’, Ca(ll) en productos
farmacéuticos *, entre otros.

2.-SULFITOS: SO;~
2.1.- Propiedades quimicas

Los aniones sulfito tienen un caracter reductor: E° -0.936 V para SO, /SO;~. De modo que la
oxidacion de sulfito a sulfato es una reaccion que se produce por el oxigeno del aire:

$03~ + 102 @ S04~
2

Sin embargo, su cinética es lenta. La accidon catalizadora de iones metalicos, como Cu(ll), Co(ll),
Fe(lll), Ce(lV) y otras especies organicas favorecen la oxidacién. Por el contrario, compuestos como
alcohol-etanol o glicerina la inhiben.

Desde el punto de vista analitico, la estabilizacion de disoluciones de sulfito se logra mediante la
adicion de EDTA, que acompleja los iones catalizadores. También las mezclas agua-glicerina
estabilizan las disoluciones™.

Por otra parte la reaccidn anterior es interesante desde el punto de vista analitico ya que permite
determinar el oxigeno de modo indirecto. Se ha descrito la determinacidn de oxigeno en agua
mediante la medida del exceso de sulfitos que queda®® en disolucion.

Otra caracteristica ligada a los sulfitos es la existencia de diferentes especies de S(IV) que se
relacionan a través de ‘equilibrios’ en disoluciones acuosas. En estos es muy importante la influencia
del pH del medio => en la figura se presentan los equilibrios entre especies:

Los sulfitos, en medio acido, se desplazan a bisulfito y luego a acido sulfuroso. Y este finalmente a
anhidrido sulfuroso. Siendo ésta, la especie favorecida en medio acido 16,

-7.2
- 0.1
Ka, 10 Ka; 10 1.9 Kg 10

503"+ H' (=) HS03 +H' (= H2503 (=) S02(g) +H20

Es decir: +
SO3™ +2H ¢=>502 (g) + H20

Otras reacciones importantes son las ligadas a la hidrdlisis de la especie ‘metabisulfito’ que es
ampliamente usada como conservante en alimentos:
S,05~ + H,0 (=) 2 HSO3

HSO; + H' () $02(g) +H20
Como se pone de manifiesto el sulfito y metabisulfito, en medio acido, dan lugar a anhidrido
sulfuroso, SO,. Este compuesto tiene propiedades como agente antioxidante, antimicrobiano, e
inhibidor de procesos enzimaticos o antioxidasico. Esta accién es conocida desde hace mucho tiempo
y ha venido a ser usado habitualmente en la produccién y conservacién de vino, mostos y alimentos.



La solubilidad de los sulfitos puede ser comparable a la de los sulfatos. Como ejemplo, los sulfitos
alcalinos son solubles en agua. Sin embargo, las sales alcalino-térreas son poco solubles. El CaSO;
tiene una solubilidad de 0.0043 g/100 ml mientras que para CaSO, es 0.24 g/100 ml.

Los sulfitos y las especies ligadas como conservantes de alimentos, tienen la denominacion: E 220-
228. La pagina web-servidor de unizar'’ es una referencia sobre conservantes en alimentos. Desde el
punto de vista de legislacién la directiva UE 1130/2011%, armoniza las leyes europeas sobre los
aditivos alimentarios y los contenidos mdaximos autorizados.

2.2.-Métodos de determinacién.

Procedimientos para la deteccion colorimétrica de sulfitos estdn basados en la decoloracién del
Verde de Malaquita, derivado del trifenilmetano, y en la reaccion de Boedeker. Con el primer
reactivo, los sulfitos decoloran sus disoluciones verdes en medio neutro. La reaccion es sensible con
un Limite de deteccion, LD, en torno a 1 mg/l, ppm '8 Los Sulfuros son interferencia.

La reaccion de Boedeker se produce entre sulfitos y nitroprusiato sddico, a pH ligeramente
alcalino para dar una coloracién roja. Tiene un limite de deteccién pD 4.3 (10** mol/l, 6.3 mg/l) y
bajo nivel de interferencias. Los sulfuros producen una coloracién violeta. Posteriormente ampliamos
esta reaccion.

El uso de reactivos con enlaces di-sulfuro es aplicado para producir test rapidos de identificacién y
determinacién semi-cuantitativa. Como el 5,5’-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico), reactivo de “Ellman’s”
o DTNBy el 4,4’-ditiodipiridina , 4-PDS™. En estos casos los sulfitos producen la rotura del enlace di-
sulfuro para dar tioles con espectros de absorcidn sensibles.

Procedimientos recientes han sido publicados. Asi Hasan?® propone la formacién del complejo
S0;-Cbs, entre sulfitos y el reactivo Diaqua-Cobester, que se determina mide por la absorcién a
varias lambdas: 313, 349, 425 y 525 nm. Presenta rangos lineales entre 0.05-25 mg/Il, segun la
lambda.

2.3.-La reaccion de Boedeker.

Los sulfitos reaccionan con nitroprusiato: pentaciano nitrosil ferrato (lll), para dar una coloracién
rojiza. En presencia de Zn(ll), Cd(Il), Ni(ll), Ag(l) o alcalino-térreos aumenta la sensibilidad y se
produce un precipitado rojo. El precipitado reacciona con aminas para incrementar su sensibilidad.
Lo que se ha justificado por la formacidn de un par iénico menos soluble pero mas coloreado. Las
reacciones se describen a continuacion:

= = 4=
[Fe(CN) NO]™ + 503" e[ Fe (CN) NOSO3] s, ucars o

4_ -
[ Fe (CN)_ NO 503] +2n" > [ Fe (CN) NO'S03] Zn, 6 rojo

4- a4+
[F'EIEN]SNDS{B]Inz +8 Py > [Fe{cmsnusoa] [Py, 2n], @ rojo | par iénico

Figura 4: Reaccidn de Boedeker

2.4.-Métodos rapidos y test comerciales




En ambitos como la alimentacién, medio-ambiente o clinico, existe una fuerte demanda de
determinaciones analiticas rdpidas y de eficiencia. Los métodos llamados ‘listos para usar’: “ready
for use” y métodos de campo se orientan a satisfacer estos objetivos.

En la tabla se ofrecen las caracteristicas analiticas de métodos-kits comerciales, de gran aplicacién
para determinaciones de sulfitos en alimentos como vino, mosto, etc:

Prestaciones analiticas:

Casa L. 3 Tipo de deteccion:
. Caracteristicas del método . ] )
comercial Cualitativa o semi-cuantiva

Rango de aplicacién: SO;~, mg/I

Merck Test Volumétrico: Oxidacién con yodato: 0.5-50
Primera etapa: 105 +81+6H" > 3 I3 +3 H,0 0.3-32

Segunda etapa: I3 #5035~ =2 SO, +1
Indicador: almidon—>Aparece color azul, cuando el yodo no se consume
en la etapa 2. Por el exceso de I3”

Hanna Similar procedimiento 0-200
Merck Test Colorimetric-spectrophotometric: con DTNB- EIman reactivo. 1-60
= Color amarillo, lambda absorcion 412 nm 0.8-48

Biosystem Similar al de Merck: DTNB: ditionitrobenozico:

indigo -R- | Test-strip: basado en la reaccién de Boedeker Deteccién
instruments | método 1- cualitativa
Zn** +[ Fe(CN)¢]* = Zn,[Fe(CN)¢] < blanco

Zn,[Fe(CN)g] + [Fe(CN)sNO]” +S0;™ >

Zn,[Fe(CN)¢] + [Fe(CN)sNOSOz]Zn,  rojo

método 2

Zn** + [Fe(CN)sNOT" = Zn [Fe(CN)sNO]  rosa
Zn[Fe(CN)sNO]+NH,OH—=>Zn[Fe(CN)sNONH;] J blanco +H,0 J blanco
Zn[Fe(CN)sNONH;]+ SO3™ = [Fe(CN)sNOSO3]Zn, | rojo + NH;

La funcidn de ‘screening’ de este tipo de métodos ha sido reconocida por la ISO y los fabricantes
mas importantes de productos quimicos. Destacamos un articulo de comparacidn critica de distintos
productos comerciales®.

Podemos decir que los métodos desarrollados mediante DIC caen dentro de este tipo de
metodologia rapida.

2.5.- Andlisis aplicado.

Se ha aplicado el método DIC desarrollado a la determinacién de sulfito en vino y en conservas
vegetales.

La determinacidn de sulfito, y sulfuroso SO,, en vinos, es de especial interés. La bibliografia
distingue dos tipos de sulfuroso en vino: el libre y el combinado. En este ultimo se incluyen los
compuestos de adicidn de los sulfitos sobre grupos carbonilos.

Su determinacion se lleva a cabo mediante:

i- Método Paul®”®, método oficial para sulfuroso libre en vino. Se caracteriza por una
destilacion con arrastre de SO, borboteando con corriente de aire o N,, sobre vino a
temperatura ambiente y acidificado con acido fosfdrico. El destilado se recoge sobre
disolucién de H,0, y determinacién del acido sulfurico generado, mediante valoracién
acido base con NaOH 0.01 M.




ii- Método Paul para sulfito combinado: Se lleva a cabo destilando la disolucién de vino que
gueda del paso anterior y calentando ligeramente. La suma de las dos mediciones da el
contenido total. Y los dos métodos los hemos usado como referencia para validar el
nuevo método propuesto.

iii- Método normalizado Monier-Williams®*, UNE y AOAC. Similar a los anteriores pero con
acido clorhidrico y destilacién /arrastre con N,.

Ademas de la aplicacidn a vino, también se han realizado pruebas para la determinacién de SO,

en conservas de: alcaparras y guindillas.

3.- OBJETIVOS DEL TRABAJO FIN DE GRADO
v" Implementar la reaccion de Boedeker como método digital con cdmara fotogréfica.

v’ Caracterizar el perfil cromatico-RGB- a partir de la lectura de imagenes digitales.
v" Determinar la varianza cromética y la sensibilidad analitica del sistema teniendo en cuenta
condiciones como:
0 Tipo de aminas
0 Formacién de micro-particulas del reactivo.
0 Medios ordenados con tensoactivos.
v" Evaluar las prestaciones analiticas :
0 Segun la iluminacién
0 Con variables Unicas: R-G-B
0 Con métodos de calibracién multivariante
v Aplicacién el método en el control de calidad de vino

Capitulo II. Experimental

1.-INSTRUMENTACION

1.1-Camaras digitales

Camara digital CANON: Compacta: Power Shot SX230 HS

Resolucién 12,1 megapixeles( 12.1x 10 ° pixeles )

Sensor ‘CMOS": 1 /2.3 pulgadas = 6.17x4.55 mm — '

Area pixel= (6.17x4.55)x10 °/12.1x10° = 2.32 um?
Procesador: DIGIC 4 iSAPs

Camara réflex NIKON: D100

Resolucién 6 megapixeles

Conversor analogico-digital de 12 bits.
IS0 200-1600. Velocidad 30-1/4000 sec.
Lente con focal equivalente a 36-105mm.
Tarjeta CompactFlash de 256 ME.
Formatos: IPEG, TIF v RAW.

Y: Web-Cam USB 2.0 de ASUS, y ‘smart-phone’ bqg AQUARIS, E4




“Lighting-Box”:

Cubetas y soportes de reaccion
Placas de cultivo celular, 24 pocillos,

PS-poli estireno-Transparentes, e /

Placas de ensayo: test plate ' P

Cubetas espectrotofometricas de plexiglas

lluminantes: Fluorescentes y Ldmparas LED
Fluorescentes: Osram: diversos colores Caracteristicas LED: &
LED: EGLO:RGB E27 : regulable a 16 colores 7.5 watt, 470 lumen
Fluorescent Warm White | F- Red emission F- Green emission F- Blue emission

Flusrescant lamp

Uﬂ Lol L 2 L. Lu’;‘:— L

600 70O nm

Lt colour 67 - e

Espectro de la zona visible, con el reconocimiento de las bandas-canales de color.

5 P =2 T e ==

1.2.- Otra instrumentacion

Espectrémetro de IR: ALPHA FT-IR Brucker

Microscopia electrénica de barrido: SEM: Microscopio JEOL JSM 6400

Genera imagenes de electrones
secundarios y retrodispersados acelerados
con tensiones desde 0.2-40 Kv.

Permite observaciones de hasta 3.5 nm de
resolucion.




1.3. - Materiales de laboratorio
1. Micropipetas Pipet-Lite ‘RAININ’ 5-50 pl, 20-200 ul, 100 pl—1 mly 0,5-5 ml.
2. Matraces aforados de 50, 100 y 250ml.

2.-REACTIVOS, DISOLUCIONES Y MUESTRAS

2.1.- Preparacion de disoluciones:
Todos los reactivos fueron de grado analitico. El agua desionizada fue obtenida de un sistema de
purificacién de agua Millipore Elix 70. Sus caracteristicas son dadas en la Tabla 1.

Resistencia >5MQ-cm (typically 10-15MQ-cm)
- 1 Conductividad <0,2uS/cm (typically 0,067-0,10uS/cm)
TOC Tipica <30ppb
¢ 8 Recuento bacteriano <10cfu/ml
| fe—

Tabla 1: Caracteristicas del sistema de purificacion y del agua desionizada

e Disolucidn de nitroprusiato sédico: SNP- Panreac: Nitro ferrocianuro sédico, dihidratado
Na,[Fe(CN)s;NO].2 H,0, NUum. CAS 15078-28-1, Peso molecular 297.95 g/mol.Se disuelven 0.25g con
agua desionizada y se llevan a volumen de 25ml.

e Disolucidn de nitrato de zinc: Panreac: Se disuelven 1.25 g de Zn(NO3), con agua desionizada y se

diluye a 25ml, también con agua desionizada.
e Disolucidon patrén de sulfitos: 1000 mg/l: se pesa 0.07 g de Na,SO;_Panreac y se disuelve y diluye

a 50 ml en matraz aforado. Se estabiliza con adicion de 0.18g de EDTA:Na,-2H,0.
e Disolucidn de NaOH: Panreac: Se disuelven 0.2 g de NaOH en 25mL de agua desionizada.

e Disolucidn de Hexametilentetramina: Hexamina: Hex : (CH,)sN4-Probus: Se pesan 4.00 gy se

disuelven en 10mL de agua desionizada. Extremada solubilidad en agua: 2.46x10° mg/ml
e Disolucidn combinada de Hexamina+NaOH: Se pesan 5.3g de Hexamina y 0.03g de NaOH se

disuelven en un volumen de 20ml. Se centrifuga durante 15min a 3500 rpm. Se retira la parte
sobrenadante.
e Suspensién de micro-particulas de nitroprusiato y zinc: snp-zn:"mps’: Se pesa 1.00g de Zn(NO3), y

se disuelven en 25ml de agua desionizada. Se enfrian a temperatura entre 5y10°C con bafo de
agua y se mantiene en agitacién vigorosa.
Por otro lado se pesan 0.25g de Na, [Fe(CN)sNO]-2 H,0 y se disuelven en 10ml de agua
desionizada. Esta disolucion se vierte gota a gota sobre la disolucién anterior de nitrato de zinc.
Una vez terminada la adicién se acidifica con HCl 0.01M hasta un pH de 3. Y se mantiene en
agitacién constante.

e Tensoactivo neutro Tritdn X 100: Polyethylene glycoltert-octylphenyl ether: Sigma: 60 mg/l: de

modo similar a lo anterior se vierten 600ul del tensoactivo en 100ml de agua desionizada.
e Tensoactivo neutro Brij: Polyethylene glycol dodecyl ether: Sigma: 60 mg/l: se diluyen 600uL en

100ml de agua desionizada.
e Disoluciones mas diluidas se preparan a partir de las anteriores de referencia y por dilucién
conveniente, de modo previo al uso.




2.2-Procedimientos experimentales

2.2.1-Experiencia tipo: rango dinamico

Sobre los pocillos de la placa de ensayo de 5 ml, se adicionan con micropipetas los volumenes de

las disoluciones patrén, de modo que se obtienen las concentraciones de la Tabla 2. Volumen total

del ensayo: 3ml.

SNP, Zn(11) NaOH, Hx, EDTA, water, vol tot, S0s,
Disol mol/L mol/L mol/L mol/L mol/L pL pL mg/L
bl 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 0.00 2050 3000 0
2 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.69E-05 2045 3000 1.63
3 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 3.38E-05 2040 3000 3.25
4 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 6.76E-05 2030 3000 6.50
5 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.01E-04 2020 3000 9.75
6 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 2.37E-04 1980 3000 22.76
7 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 3.38E-04 1950 3000 32.51
8 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 4.40E-04 1920 3000 42.26
9 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 5.41E-04 1890 3000 52.01
10 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 7.78E-04 1820 3000 74.77
11 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 8.79E-04 1790 3000 84.52
12 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 9.81E-04 1760 3000 94.27
13 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.12E-03 1720 3000 107.28
14 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.22E-03 1690 3000 117.03
15 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.32E-03 1660 3000 126.78
16 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.42E-03 1630 3000 136.53
17 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.56E-03 1590 3000 149.54
18 3.66E-03 | 1.54E-02 5.00E-03 3.15E-01 | 1.66E-03 1560 3000 159.29

2.2.2.- Captura de imagenes
Dentro de la ‘lighting-box’ se sitla la placa de pocillos de ensayo. Se utilizan fondos blancos,

Tabla 2:
Condiciones
dela
experiencia
tipo de rango
dindmico

iluminacidn indirecta y artificial, de diferentes colores, segln el experimento. La cdmara se utiliza en

“modo automatico” y sin flash. Antes de tomar las imagenes, se pre-enfoca con referencia en el

fondo blanco, para sistematizar los “balances de colores automaticos”.

2.2.3.-Lectura de colores
Las imagenes en formato “.jpg” se transfieren al ordenador mediante Microsoft Photo Editor. En

cada imagen se miden las intensidades RGB mediante un programa desarrollado por nosotros, y para

Matlab. La lectura final se obtiene como media de 1500 pixeles en ‘regiones de interés: ROI’, a lo

largo de cada pocillo. El tratamiento matematico de los datos se realiza posteriormente mediante

Matlab y /o Microsoft Excel. En |la Tabla 3 se ofrecen las caracteristicas mas significativas del proceso.

Volcado de imagenes

MicroSoft Windows 8, con Microsoft Photo Editor

Medida colores

‘programa’: lectura color’, en MatLab 2011b

Archivos:
Matriz de datos RGB:

Patrones: cada pocillo: * 1500 puntos’ x 3 intensidad(RGB)
Muestras: cada pocillo:” 1500 puntos’ x 3 intensidad(RGB).




Tratamiento de los datos

Mediante Excel 2010

‘ROV’ tipo
lectura de colores RGB

‘lineas de lectura’ : OO®

Slel®)

Tabla 3: Procedimiento para la medida y tratamiento de datos en la imagen digital.
2.3.-La Muestra

Capitulo III

Valssira: IGP Vino Bajo Aragén. Bodega N2 Sra. del Olivar SCL, Lécera
(zaragoza).

Vino Blanco Macabeo

e Muestra de ensayo: El andlisis de vino se realiza sobre muestra

directa sin tratamiento.

o Muestra de vino fortificada: sobre 40ml de muestra de vino, se
adicionan 0.0075g de Na,(SO;). Y ademds 0.02g de EDTA para su
estabilizacion.

. Resultados y discusion

1.- SISTEMA CROMOGENICO.

1.1.- Caracteristica
Los sulfitos segun el proc

s basicas:
edimiento de Boedeker, reaccionan con nitroprusiato sédico y Zn(ll) en

medio alcalino, para producir una coloracién roja. La coloracién de este complejo se intensifica en

presencia de aminas.

En la Figura 5 se ofrece

la imagen del experimento tipo descrito en la tabla 2, anterior, y que

corresponde a un amplio rango dinamico de SO;™: blanco, 1.63 -159.29 mg/I.

Figura 5:

Imagen digital de la reaccion de
Boedeker en las condiciones de
la Tabla 2.

Las caracteristicas del sistema RGB, tras la medida de la imagen digital se ven en la Figura 6.
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Figura 6: Rango dinamico de sulfitos y valores de la intensidad cromatica.
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En la misma se destacan las tendencias de los colores absolutos y los relativos, al aumentar la
concentracién de sulfitos. De modo que:
e Las tres componentes RGB presentan comportamiento lineal y decreciente. Y se pueden
diferenciar dos rangos: el primero hasta, aproximadamente, 50 mg/| y el segundo hasta 130 mg/I.
e La pendiente mas pronunciada se da sobre el color verde (G).
e En valores relativos: el color rojo aumenta hasta un méaximo-limite y luego tiende a permanecer
constante. El comportamiento de los colores verde y azul muestra una disminucion inicial y luego
tienden a permanecer constantes.

1.2.-Influencia de aminas

Se estudia la influencia del tipo de aminas sobre el desarrollo de color de la reaccién. Se ha
experimentado con: Piridina (Py), Hexamina (Hex), Trietanolamina, por un lado, y Cadaverina (Cad),
Putrescina (Put), e Histamina (His), por otro.

Los resultados han mostrado intensificacion de las coloraciones significativas con todas las aminas
excepto la trietanolamina.

La Py es habitualmente usada en este ensayo pero encontramos que tiende a dispersar el
precipitado y da lugar a una coloracion no homogénea con medidas de mayor irreproducibilidad.

La hexamina se ha estudiado como alternativa a la Py. Su solubilidad es muy superior en medio
acuoso y se favorece la estabilidad del pH y homogeneidad del precipitado.

El resto de aminas se ha orientado a un estudio de tipo cualitativo, de modo que se ha evaluado el
comportamiento cromatico diferencial entre aminas.

En las siguientes tablas y figuras se presenta el estudio de la influencia de la concentracién de la
Hexamina sobre la determinacién de sulfitos.

Rangos estudiados:  Sulfitos: 12-82-140 mg/|, Hex: Valores de 10-20-30 mg/| se han estudiado
inicialmente pero solo se ofrecen los resultados mas significativos correspondientes al rango: 40-45-

50 mg/ml.
SNP, NaOH, ConcZn, | SO;5,, EDTA, water, | vol tot, Hx,
Disol| mol/I mol/L mol/I mg/L mol/I ulL ul mg/mL

A-1 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 12 1.13E-04 1080 3000 40.1
2 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 82 7.91E-04 900 3000 40.1
3 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 140 1.36E-03 750 3000 40.1
B-1 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 12 1.13E-04 1040 3000 45.7
2 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 82 7.91E-04 860 3000 45.7
3 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 140 1.36E-03 710 3000 45.7
C-1 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 12 1.13E-04 1000 3000 51.2
2 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 82 7.91E-04 820 3000 51.2
3 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 140 1.36E-03 670 3000 51.2

D-1 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 12 1.13E-04 1000 3000 -

2 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 82 7.91E-04 820 3000 -

3 | 1.06E-02 | 6.65E-03 | 5.40E-02 140 1.36E-03 670 3000 -




Figura 7:

Imagen de la coloraciéon producida por
la Hex a tres valores de concentracion
de sulfitos. Los pocillos D-1,-2,-3
corresponden a Boedeker sin Hex.
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Los resultados muestran la influencia de la Hex en la reaccidn. Se observa como los colores cambian
significativamente con la adicion de la amina. Por otra parte se demuestra que en el rango estudiado
el efecto de la Hex es muy similar. Por tanto, se elige 45mg/ml de hexamina como valor ‘robusto’ y

6ptimo para los siguientes experimentos.

En las tablas y figuras siguientes se muestran los resultados sobre el resto de aminas.
Condiciones del experimento:

Concentraciones de sulfitos: mg/I
6.0,50.0y 100.0
Concentraciones de aminas: mol/L

Cadaverina: 0.029, 0.144, 0.288 Putrescina: 0.039, 0.194, 0.388 Histamina: 0.037,0.184,0.368

Cadaverina: Influencia sobre R Sobre G Sobre B

Reolor

60

40

amina, mold 0.0s 20

sulfito, mgd




Putrescina: Influencia sobre R Sobre G Sobre B

Reolor

7 a0

armina, mold sullito, mgdl

Histamina: Influencia sobre R Sobre G Sobre B

Reolor

0z U T - s sk
40

amina, mal/| sulfito, mg/l

Los resultados muestran una gran similitud entre Cadaverina y Putrescina pero una diferencia
significativa frente a la Histamina. Esto esta en concordancia con la estructura de las aminas.
1.3.-Orden de adicion de reactivos

Se ha estudiado la influencia del orden de adiciéon de los reactivos sobre la sensibilidad de la
reaccidon de Boedeker. Los reactivos ensayados: nitroprusiato sédico (SNP), Nitrato de zinc (Zn), sosa
(NaOH), sulfitos (SO57) y hexamina (Hx), el orden de adicién y los resultados sobre la pendiente de la
regresion de una experiencia dinamica de SO3™ se muestran en la Tabla 4.

Los valores RGB se miden sobre imagen digital en condiciones de iluminaciéon blanca.

Orden de adicion Sensibilidad de la reaccién Tabla 4
. Influencia del orden
Pendientes
1. SNP +SO;3; + NaOH +Zn de adicidn de
2. SNP + NaOH + Zn + SO;~ ° reactivos sobre la
3. SNP +S05” + NaOH + Zn + Hx 02 | a=r |pendiente de
4. SNP + NaOH + Zn + SO;™ + Hx 0 =G | regresion obtenida
5. SNP + NaOH + SO3™ + Zn + Hx 06 g | paravalores de:
0.8 blanco, 9.0- 87.0-
-1 140.0 mg/L de SO;".

Los resultados demuestran una mayor sensibilidad segun el cuarto orden de adicidn. Lo cual
estaria de acuerdo en los modelos de la reaccion.
1.4.- Reactividad con micro-particulas: ‘mps’

Se conoce la influencia de la precipitacion del SNP con Zn(ll) sobre la sensibilidad de la reaccion.
En este apartado se ha estudiado su efecto sobre las medidas digitales. Asi mismo se ha evaluado la
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influencia de la obtencién, de modo previo, de un precipitado entre SNP y Zn(ll), con caracteristicas
de ‘mps’.

En la tabla 5 se dan los resultados sobre la sensibilidad de la reaccién de Boedeker (RBoe)
expresada por la pendiente de una experiencia de rango dinamico. Las condiciones para la medida
digital de RGB son con iluminacién blanca.

Imagen digital L, .
. . R - Comparacidén con Diagrama de barras de las
Tipo de experimento. Rango dindmico de SO;™: .
pendientes
blanco, 9.0-87.0-140.0 mg/I|
1. RBoe sin Hx & " . .
Pendientes
RBoe + Hx
. 0
3. RBoe‘mps’ sin
. 0,2 - -
amina. =R
4. RBoe’mps’ +Hx 04  mG
0,6
B
0,8
-1

Tabla 5: condiciones y resultados de la influencia de micro-particulas

Se demuestra que las mayores pendientes se obtienen en el ensayo RBoe con amina-Hx y

mediante el uso de ‘mps’.
Se destaca también que las ‘mps’ sin Hx (3) no dan reaccidn y apenas desarrollan color.

El experimento pone de manifiesto que la sensibilidad del método aumenta con ‘mps’ y Hx.
1.5.- Caracterizacion de micro-particulas.

Se ha llevado a cabo un estudio de las particulas Zn-SNP mediante espectroscopia IR medio, y
Microscopia de barrido Electronico-SEM. Los resultados se muestran en el anexo 1.

El espectro IR, sobre pastilla de KBr, demuestra diferencias significativas entre el nitroprusiato y
las micro-particulas. Y los datos concuerdan con resultados vistos en la bibliografia. De modo que se
concluye que se ha obtenido un nuevo tipo de particula.

En las imdagenes de SEM, a dos valores de aumentos, se muestra la aparicién de un ndmero
abundante de pequefias particulas. Sus dimensiones estarian en el orden de las 400 nm. Y también se
puede observar como su agrupacion da clusters de mayor tamafo y estructura cubica, hueca. Su lado
mide en el orden de 5.5 um.

Las micro-particulas se han podido precipitar mediante dos métodos: i- gota a gota con agitacién
mecdnica y ii-gota a gota con agitacidon de ultra-sonidos. En ambos casos se apreciaba una gran
similitud de resultados. Lo cual concuerda con lo visto en la bibliografia para particulas parecidas.
1.6.- Influencia de tensoactivos

Se ha estudiado la influencia de tensoactivos, como efecto de formacion de micelas y
ordenamiento de la reaccidon, sobre el desarrollo de la cromaticidad. Se han estudiado dos
tensoactivos neutros: Tritdon X-100 y Brij sobre la sensibilidad una experiencia de rango dindmico. Los
resultados han mostrado influencia del Tritédn X 100 pero apenas del Brij. Se muestran en la tabla 6.
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Tipo de experiencia Pendiente del rango lineal

Tabla 6.
Comparacion de

Sensibilidades

1. RBoe + Hx
2. RBoe ‘mps’+Hx
3. RBoe ‘mps’+Hx + Tritén X100

Pendientes del
rango lineal de la

| experiencia

0
=]
=
-
=
¥
in
o
E
W
M

Se demuestra que la sensibilidad de la pendiente de la zona lineal aumenta con el uso de Tritén X-
100 respecto a las experiencias sin tensoactivo. Y ademas el rango lineal se ve expandido en relacion
a las otras.

2.-INFLUENCIA DE FACTORES INSTRUMENTALES
Se ha llevado a cabo un estudio de la influencia de:

e Las caracteristicas de la cdamara:
= El ndimero de pixeles.
= Tipo de cdmara y formato digital de la imagen:
= (Cdmaras: compacta, web-cam, mévil y réflex, con formatos ‘jpg’ las tres
primerasy ‘raw’ sin procesar, para la ultima.

2.1.-Camaras, web-cam y mévil

Se ha estudiado la influencia del tipo de cdmara sobre la varianza cromatica que los dispositivos
capturan. Los dispositivos son: cdmara compacta, web-cam y movil.

El nimero de pixeles es de 150 y el estudio se realiza con cubetas espectrofotométricas como
soporte de la reaccién.

La maxima cromaticidad sobre las tres componentes RGB se consigue con la web-cam, seguida de
la cdmara compacta y por ultimo el maovil. Los datos se dan en la tabla 7.

Web-cam Camara Movil

SEERESS SENRRINIE

Varianza total->8930.39 Varianza total->5799.26 Varianza total->1724.49
e Analito>98.76% e Analito>97.78% e Analito>97.12%
e (Cdmara—>0.68% e (Cdmara—>0.84% e Cdmara>1.19%
e Método—>0.55% e Método>1.39% e Método—>1.68%

Tabla 7. Varianza cromatica para un experimento de rango dinamico, y método RBoe, con distintos
dispositivos.

2.2.- Formato de la imagen digital: jpg y raw
Se hace un estudio con cdmara réflex, y formato raw, y se compara con una cdmara compacta
Canon, y formato jpg.
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Se calculan las sensibilidades RGB, la varianza total del sistema y la distribucion de éstas, para una

experiencia de rango dindmico con método RBoe. Los resultados se muestran graficamente:

Sensibilidad de las pendientes Figura 8
o . Pendientes de la regresién
-0,2 — , e
segun la cdmaray el color
-0,4 — :
) reflejado.
-0, 6 — m estudio canon
-0,8 — estudio reflex
-1 —
-1,2 |
-1,4
Varianza reflex Varianza canon Figura 9
=G Comparacion de
mR uG i
-c - la varianza
o eese “v== | cromatica de las
: -, . cadmaras y de su
~ Camara . . .,
 Camera .e distribucion
mG mR
HR uB
Z Z Z ms ////////(/////(/////{//
[s] 20 40 60 B0 100  Analita 10 0 10 20 30 40 50 60

El estudio de las pendientes demuestra que las componentes GB crecen considerablemente al pasar

a la camara réflex. Esta ademas tiene mayor nimero de pixeles. Mientras que la componente R

disminuye.

La evaluacion de la varianza cromatica pone de manifiesto que la cdmara réflex captura un mayor

valor 7345.45 mientras que la varianza de la cdmara canon es de 2337.52. Ademas la varianza en la

camara reflex corresponde practicamente enteramente al analito.

2.3.-Numero de pixeles
Se ha evaluado la influencia de la Regién de interés, ROI, y el nimero de pixeles en la lectura de la

medida cromatica, sobre la varianza cromdtica. Los resultados se muestran en la figura 10.

Graficamente se observa:

7000,00
6000,00

5000,00

3000,00
2000,00
1000,00

0,00

Varianza

= var total

= var analito

war camara

= var metodo

num pixel 20 num 150 num 1500

Figura 10:

Comparacion de la varianza
cromatica segun el nimero de
pixeles en la medida del color
digital.

El resultado muestra que aunque el nimero de pixeles se modifique abruptamente el cambio de la

varianza es pequefio. No obstante las varianzas aumentan al aumentar los pixeles. Tras esto todos

los estudios posteriores se realizan con n=1500.
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2.4.- Andlisis factorial.

Para estudiar la influencia de distintos factores sobre la cromaticidad se ha aplicado un modelo de
andlisis factorial sobre la varianza cromatica.

El estudio se realiza mediante un disefio de experimentos de: 8 variables a dos niveles, y una
respuesta: varianza cromatica. Es decir, se evalia un modelo lineal de ajuste y los coeficientes de
regresion. Se aplica un programa desarrollado por nosotros. Las variables de estudio son: op (pocillos
en sistema abierto), cp (pocillos en sistema cerrado), oplat (placas de ensayo en sistema abierto),
cplat (placas de ensayo en sistema cerrado), y las distintas iluminaciones ‘w’, ’r’, ‘g’, ‘b’.

Factores frente variancia

2500 Figura 11:

2000 . . .y

o0 Coeficientes de regresion para el
1000 analisis de los factores sobre la
500

o varianza cromatica total, en un

_c . c b . ~ .
_1_5;' diseio de experimentos: 8
-1500 variables -2 niveles.
-2000
-2500
-3000

La varianza cromatica permite evaluar la influencia de las distintas variables. Los resultados muestran
como el uso de pocillos y la iluminacién con luz blanca afectan positivamente a la varianza. Por otro
lado el uso de iluminacion roja, r, o el uso de placa de toques reducen la varianza.

Es importante destacar que la lectura en sistema abierto, ‘op’ favorece la varianza. Este resultado
parece contraproducente pero es justificado por una mayor influencia de la radiacion parasita.

2.5.- lluminacion.

Como complemento del estudio anterior, y dada la gran influencia de la iluminacion se ha
profundizado en esta variable. Se ha estudiado la influencia del tipo/color de iluminacién en los
valores de las intensidades de los colores ‘rgb’. Por ello se lleva a cabo una misma experiencia pero
iluminando con cuatro ldmparas de distintos colores.

Se capturan las imagenes de una experiencia de rango dinamico (hasta 160mg/l de SO;7), en las
condiciones de sistema cerrado, fondo blanco y modo automatico sin flash con la cdmara Canon.

Los resultados se presentan en la tabla y figuras siguientes. Se muestran los perfiles de cromaticidad
y la influencia de los colores reflejados, RGB, reconocidos mediante un proceso de transformacién a
variables principales, o PC’s.

Iluminacidn blanca lluminacidn roja Iluminacidn verde Iluminacidn azul

Figura 12. Rango dinamico de SO;™ con diferentes iluminaciones ‘W’,’r’,’g’,’b’.
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Tabla 8: Imagenes de las experiencias con diferentes iluminaciones. Representacién PC’s
Los resultados mostrados permiten deducir las tendencias de las variables RGB y las influencias de la
iluminacidn. Como idea general el iluminante favorece la reflexidn en su color.
e Se pone de manifiesto en las graficas de PC’s que con luz blanca se distinguen los tres colores. Se
ha podido demostrar que el color verde es el que mas contribuye (53.33%)
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e Con la iluminacion verde se distinguen solo dos componentes, mientras que con iluminacién roja

y azul, se distinguen tres..

Segun el estudio de componentes principales, las variables RGB, podrian reducirse a solo dos PC’s,

de modo que con solo dos de ellos se interpreta, practicamente el 99.7-99.9% de la variacién inicial

de los datos, o cromaticidad del sistema.

En las siguientes Figuras se compara la varianza cromatica segun la iluminacion:
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Figura 13. Varianza cromatica segun el
iluminante y expresada en términos

Figura 14. Varianza cromatica segun el iluminante y
distribucién segun los colores basicos reflejados.

3. CARACTERIZACION QUIMIOMETRICA

3.1.- Varianza cromatica

La varianza cromatica representa el espacio de color de un experimento de cromaticidad digital.

Su calculo se obtiene de la matriz de varianza-covarianza de los colores obtenidos en un experimento

de rango dindmico RBoe, tipo. Ademas la reduccidn de las variables cromdaticas mediante Andlisis de

Componentes Principales, permite reconocer las tendencias latentes-intrinsecas del sistema

cromatico, y también la significacion de las variables, a través de su representacion vectorial.

Los resultados se ofrecen en la tabla 9:

Matriz varianza-covarianza

934.41 | 1393.64 | 2312.02

New

companent

Loadings of initial color variables

FC

1 L83

0,58 0.54

LY

1 0.16

0.56 079

024

3 LD}

0.54 0.18

0./9

Tabla 9. Varianza cromdtica del experimento RBoe, y su reduccién a PC’s.

Los resultados obtenidos demuestran que:

- La matriz de covarianza-varianza, sefiala al color G como el de mayor varianza cromatica del

sistema, y por tanto, presenta una gran potencialidad en su sensibilidad analitica.

- La varianza del sistema se proyecta hasta el 99,6% en solo dos componentes principales,

siendo el mas significativo el PC1 con un 94.18%.

- El PC1 estda correlacionado con las tres componentes, mientras que el PC2 estd muy

correlacionado G.
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- Las tendencias-informaciones de los colores RGB son distintas con matices. Los colores By G
presentan una clara proximidad y por tanto una mayor similitud en su informacion. El
componente T (Total), se muestra mas influido por la informacion de G.

3.2.- Fuentes de la varianza cromatica

La varianza cromatica total en este experimento puede ser atribuida a tres fuentes principales:
e El analito que produce la variacion de color, SO;5".

e Lacamara o efecto instrumental.

e El método analitico.

2 — 2 2 2
Es decir: Stor = Scamara * Smérodo ¥ I503=

En la Figura 15 se identifican los componentes de la varianza sobre la imagen de un experimento
RBoe:

Sy Figurals.
Experimento RBoe para un rango

dindmico amplio. Con iluminacion

‘ 7

W

En la figura 16 se ofrecen los resultados de la distribucién de la varianza

Var | u.r. %

analito+camara 4640,06

Analito 3654,57| 78,4814 %varianza

B 431,567 9,26784 | |

R 1274,04 27,3598 A///////////////////////)/A//////////////// ::tal
G 1948,97 41,8538 a R
Camara 985488 21,1632 uB

B 502,338 10,7984 N\ Método
R 119,595 2,56829 o

G 363,055 7,79655 o
Método 16,5467| 0,35534 b

B 7,16944 0,15396 ) coma
R 5,06906 0,10886, //////////////(///////////////// e

G 4,30824 0,09252 ' uR
Total 4656,61 1007 ° 2 ® * ® - -

Figura 16. Diagrama de bloques de la participacion de los componentes de la varianza cromatica

Es decir, segun calculos estadisticos se puede demostrar que el método DIC, incluso trabajando en
condiciones muy simples en la captura y procesado de la imagen fotografica, produce una varianza
cromatica significativa debida al analito: 78%. Y que en este sistema cromatico es atribuida en su
mayoria al color G. El resto de efectos influyen en menor medida.

4.- PRESTACIONES ANALITICAS Y CALIBRACION
4.1.- Rango lineal y prestaciones analiticas para iluminacién blanca.

Trabajando en las condiciones mas favorables: cdmara Canon, iluminacidn Blanca y captura en
sistema cerrado-sin luz pardsita, se ha caracterizado el rango lineal del sistema cromatico. Los
resultados se obtienen a partir de las experiencias de rango dinamico en las que se reduce
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oportunamente el intervalo de ajuste. En la Grafica 1 se puede ver la tendencia que se resume en

que los perfiles de los colores RGB disminuyen su luminosidad, siendo mucho mas apreciable en el
color G.

> L Grafica 1. Rangos lineales para RGB
1680
- . con iluminacion blanca (w)
[ ]
120 H L ] 481
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’ o 20 a0 &0 80 100 120 10 10
50,7, mgfL

El ajuste detallado de las rectas y de los dos tramos lineales se muestra en la tabla 10.

) Rango ) Tablal0. Estudio
Tramo lineal _ recta R
[SO371ppm detallado de los

Primero R 1.6-52 y=-1.12x+154.63 0.991 | dos tramos
Segundo 74-136 =-0.59x+134.92  0.874 | lineales
Primero G 1.6-52 y=-2.14x+125.92  0.991
Segundo 84-150 y=-0.23x+44.43 0.942
Primero B 1.6-32 =-1.82x+81.96 0.953
Segundo 84-136 y=-0.22x+41.71 0.871

Como se observa en la luz blanca se consiguen dos tramos lineales para cada componente.
La componente verde consigue una mayor sensibilidad en el primer rango lineal y por lo tanto un
mejor limite de deteccidn, por lo que se estudiara la regresién para esta recta.

C d 16 daG . "™ .
1io urva ds regresicn ajustada Variable X 1 Grafico de los residuales
120 —— y=-2,1851x + 125,92 10
\on "“H.‘__‘ R?= 0,991 .
x 60 S é 2t 0 50 [
40 -\--\-"‘-\-._\__‘-\-
20 T o [s0g
o
o w0 20 30 a0 0 &0 Vg ;e .
(0,7, me/t Grafica 2. Grafico de los residuales G
Estadisticas de la regresion Tabla 11. Ajuste estadistico
Coeficiente de correlacién miltiple 0,995 para el color G
Coeficiente de determinacion RA2 0,991
RA2 ajustado 0,989
Error tipico (DSR) 4,218
Observaciones 8
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de libertad | Suma de cuadrados | Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 11741,29 11741,29 659,89 2,294E-07
Residuos 6 106,76 17,79
Total 7 11848,04
Coeficientes Error tipico Estadistico t Inferior 95% | Superior 95%
Ordenada en el origen 125,92 2,32 54,35 120,26 131,59
Pendiente -2,14 0,08 -25,89 -2,34 -1,93

La calidad de la regresién se verificé mediante el estudio estadistico de los residuos. Este estudio
se muestra en la Grafica 2 y en Tabla 11.




Andlisis de los residuales

Observacidn Prondstico para Y Residuos Residuos estdndares
1 122,454 5,908 1,513
2 118,984 -0,229 -0,059
3 112,043 -2,894 -0,741
4 105,102 -2,279 -0,584
5 77,338 1,140 0,292
6 56,516 -2,360 -0,604
7 35,693 -4,698 -1,203
8 14,871 5,412 1,386

De los resultados anteriores se deduce que:
Sensibilidad, como la pendiente de la recta: -2,1351 ur- |/mg

Tabla 12: Estudio estadistico
de los residuos para G

Sensibilidad analitica, definida como ‘sensibilidad/error tipico’, es -0,506 |/mg
Limite Maximo de Linealidad , LML: 52,013 mg/|

Desviacion estandar del método, como error tipico: 4,218 ur

Limite de deteccién, LD: 3,601mg/I, calculado como: LD= (3-x Gpjanco)/pdte recta.

Limite de cuantificaciéon ,LQ: 12,00 mg/|, como: LQ=10-LD/3

Intervalo lineal de la regresion; 1,9-52,013 mg/I

Primer tramo lineal lluminacion Blanca
R G B
Sensibilidad (ur-l/mg) -1,12 -2,14 -1,82
LML (mg/l) 52 52 32
Desviacidn estandar (ur) 3,63 4,22 5,55
LD (mg/l) 6,31 3,59 9,29
LC (mg/1) 21,03 11,96 30,96
Intervalo lineal (mg/I) 1.6-52 1.6-52 1.6-32

Se comprueba que el color G, destaca por su mayor sensibilidad y menor LD.

4.2.- Calibracién por regresion lineal multiple-MLR-
Con la calibracién multiple se consigue incluir mds de una variable predictoria para tener en

cuenta la presencia de distintas fuentes de varianza. Este estudio se realiza por Matlab y un

programa creado por nosotros.
En nuestros estudios se concluye que las variables que mas afectan a la determinacidn de sulfitos

son la componente roja con iluminacién roja (Rr), la componente verde con iluminacién verde (Gg) y

la componente azul con iluminacidn azul (Bb). Realizamos la MLR con estos factores.

[SO;7] real | [SO;7] Predecida sesgo
1,63 2,35 3,98
3,25 5,33 -2,08
6,30 3,66 -3,16
9,75 9,39 0,14
22,76 23,75 -0,99
32,51 30,96 1,55
42,26 40,12 2,14
52,01 52,19 -0,18
74,77 82,22 745
84,52 84,56 -0,04
94,27 91,50 2,77
107,28 101,50 5,78
117,03 117,70 -0,67
126,78 128,29 -1,51
Estadisitca
R*2 F 4] error varianza
0,995 631,70 1,08E-11 13,741
Tabla 13. Estudio estadistico -MLR-
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Recta: y = 228.43 + 0.337Bb — 1.28Rr — 0.45Gg; siendo Y = mg/I Sulfitos
En la MLR se estudia todo el rango dindmico.

5.- APLICACION DEL METODO. DETERMINACION DE sulfito EN MUESTRAS REALES
5.1 .-Determinacién de sulfitos en vino

En este capitulo se presentan los estudios llevados a cabo en la aplicacion del método DIC a la
determinacidn de Sulfito en muestras reales, asi como su evaluacidn estadistica.
La muestra analizada fue vino blanco Valssira: IGP Vino Bajo Aragdn.

5.2 .-Tratamiento de la muestra

En nuestro ensayo la muestra se somete directamente a la reaccidon de Boedeker optimizada.

Los estudios han demostrado que el método RBoe sin ‘mps’ es mas sensible cuando se aplica
directamente sobre la muestra. Se justifica por la influencia de la matriz alcohdlica.

5.3 .-Resultados

Se lleva a cabo una medida directa de la muestra. Se toman 6 réplicas-alicuotas, de 600 pl cada
una. Y Se mide sus colores reflejados en las condiciones RBoe éptimas sin ‘mps’.

En la siguiente tabla se muestran, los mejores resultados obtenidos por interpolacion en la
regresion con MLR.

Tabla 14.
Contenido medio de sulfitos
[vino] mg/l |ic tras el andlisis de 6 réplicas,
luz blanca |MLR 158,4| 13,35 mediante RBoe, e
interpolacion en MLR

5.4.- Validacion

Se aplica un método de contraste con una determinacidon basado en el procedimiento oficial:
Método de Paul.

5.4.1.- Método Oficial

La determinacion por el método de Paul se realiza sobre una alicuota de muestra de 40mL. El
método permite calcular los SO;” libres y asociados. El método supone la destilaciéon del SO, y su
recogida con borboteo sobre una disolucién de H,0, que oxida el sulfito a sulfato. Posteriormente
este se valora con una disolucién de NaOH patrén y con indicador de naranja de metilo, el cambio de
color es de rojo a naranja-amarillo, el pH de viraje es de 3-4.

Previamente diversos experimentos se han realizado sobre disoluciones patrén de sulfitos para
evaluar el procedimiento.

Tabla 15:

Método oficial | M yoe mol/L | 50", ppm i ]
contenido de sulfitos, como mg/|

50," libres 0,0107 28,53 .
en el vino blanco.
50, Asociados 0,0107 149,8
S0, total 178,33

Los resultados dan un contenido que esta de acuerdo con los valores que describe la bibliografia
para vinos blancos.
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Comparacidn estadistica mediante el test t.

Se comparan estadisticamente los resultados frente a los obtenidos por la interpolacion en la

regresion MLR. Se toma como valor de t, para 6-1 grados de libertad y nivel de confianza del 99 %.

[Muestra] |s ic (99%)
MLR 158,38 27 2092
o (1-Xm}-5/Vn 3,85\t 4,03
Resultado texp<t tab

Tabla 16. Resultados de te,

Los resultados demuestran que estadisticamente al nivel de confianza las diferencias se justifican

por procesos aleatorios, no habiendo errores sistematicos.

5.3.2.- Ensayos de recuperacion

En este caso se adiciona una cantidad conocida de SO;™ a la alicuota de 40mL de muestra. Y se

procede a su analisis mediante el método RBoe. Los mejores resultados se obtienen mediante

interpolacion sobre la recta de regresion con iluminacion w y color reflejado R. Los datos se recogen

en la tablal7. El ensayo de recuperacion por MLR muestra un valor de 136.59%, un error por exceso

que se puede justificar por la fuente de varianza de las diferentes iluminaciones.

[encontrada]

[adicionada o]

%recuperacién

luzblanca | R 135,36

138,10

08,02

Tabla 17. Resultados del ensayo de
recuperacion

El mejor ensayo de recuperacién demuestra una discrepancia inferior al 2%, sobre los
valores esperados. Lo que se argumenta como un alto nivel de calidad en el nuevo método
RBoe.

Capitulo IV: Conclusiones y Bibliografia

Como principales conclusiones del trabajo se destaca:

Se ha desarrollado un método analitico para la determinacién de SO;~ mediante una camara

digital compacta.

Se ha caracterizado el comportamiento cromatico de la reaccidon de Boedeker en condiciones

Optimas y mediante colores basicos RGB en un rango dinamico de 0-130 mg/I.

Se comprueba que con la adicion de micro-particulas mejoramos la sensibilidad y el limite de

deteccidn,

Se ha estudiado la varianza cromatica del método demostrando que es justificada en un 78.5%

por el analito. Mientras que la cdmara influye en un 21.16% y el método en un 0,35%

El método se ha aplicado y validado en su determinacién de sulfito en vino.

Con todo ello, se ha puesto a punto un método rapido y eficaz, para la determinacion de sulfitos

gue posibilita el control de calidad de manera eficiente a bajo coste.
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