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El uso excesivo de pesticidas genera consecuencias que afectan los ecosistemas y la salud
del consumidor. En paises como Colombia existe una tendencia fuerte de los agricultores
a usar plaguicidas en forma excesiva sin tener en cuenta los limites de residualidad
permitidos. El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de plaguicidas
organoclorados en frutas frescas por medio del sistema multisensorial (Nariz elecrronica).
Para ello se recolectaron las muestras objeto estudio en el mercado principal de la ciudad
de Pamplona, posteriormente se realizaron los analisis fisicos (&rea superficial, color y
firmeza) y quimicos (humedad, pH, sélidos solubles y acidez titulable) para establecer el
indice de madurez. Se detectaron los residuos de plaguicidas organoclorados (Aldrin -
Endrin, Beta -BHC, Delta - BHC, Gama - BHC, Endosulfan I, Endosulfan 11, 4, 4 - DDE)
por el método de Cromatografia de gases acoplado a masas con detector de electrones
(GC-ECD) vy finalmente se realiz6 el entrenamiento, medicién y validacién del método
con la nariz electronica. Se establecid que el sistema multisensorial alcanza a detectar
pesticidas organoclorados en 0.5, 0.7 y 1 ppm lo que permite concluir que se puede
emplear como un método alternativo e innovador para la deteccion répida de trazas de

pesticidas en frutas en comparacién con otras técnicas empleadas.

Palabras clave: cromatografia, frutas, pesticidas organoclorados, sistema

multisensorial.
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Capitulo 1

Introduccion e Informacion General

Yohanna Maldonado Obando-2017
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Durante décadas el hombre ha desarrollado la agricultura como una de sus
principales fuentes alimentarias, motivo por el cual busca mejorar las condiciones de
productividad y calidad de las cosechas y se han tenido que implementar modelos de
produccion agricola de alto rendimiento para suplir con las necesidades y exigencias que
dia a dia van surgiendo en el mercado. Entre las estrategias para aumentar la
productividad alimentaria se tienen: nuevas técnicas agricolas, empleo de semillas
mejoradas y uso de productos de proteccion de cultivos como la utilizacion de
plaguicidas (Guerrero, 2003; Moreno, 2001). Cuando se aplica una o varias de estas

estrategias combinadas, puede llegar a multiplicarse la cosecha normal de un cultivo.

Colombia es un pais agricola por excelencia y el uso de plaguicidas se ha convertido
en una necesidad béasica en los cultivos de frutas y hortalizas como una herramienta
eficaz para controlar enfermedades, insectos, malezas y otros organismos que pueden
interferir con la produccion de cultivos. La utilizacion de los productos quimicos en la
produccion agricola para controlar las plagas y enfermedades, asi como para disminuir
los riesgos y pérdidas de los sistemas agricolas, ha sido un reto permanente (Sanchez,
2002), ya que su uso se debe a las propiedades biocidas y selectividad que poseen
constituyéndose como el método habitual de lucha contra las plagas. (Cooper y Dobson,
2007; Cortes, Sanchez, Diaz-Plaza, Villen, y Vasquez, 2006).

Sin embargo, la mala utilizacion de los plaguicidas particularmente la
sobredosificacion, ademas de su aplicacion en tiempos no apropiados y en cultivos en los
que no han sido registrados, hacen de estas sustancias, un riesgo potencial para la salud
humana y para el medio en general, ya que se trata de productos generalmente toxicos,
gue pueden presentar residuos contaminantes en el producto final que va al consumidor y

por ende disminucion en su calidad (Mufioz, 1992).

Yohanna Maldonado Obando-2017
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Debido a que una de las practicas agricolas mas frecuentes es el monocultivo no
tecnificado y el bajo nivel educativo de quienes manejan el producto en el campo, se
genera la utilizacion indiscriminada de plaguicidas causando un incremento en el nivel de
riesgo tanto para si mismos como para los consumidores finales y el medio ambiente; la
Comunidad Europea (CE), la Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y algunos gobiernos
han convertido el monitoreo y control de los pesticidas en actividades prioritarias para
determinar la calidad y seguridad de los alimentos y han establecido limites méaximos
residuales (LMRs), (Ramirez y Lacasafia, 2001). Asi mismo, en nuestro pais el
diagnostico, la vigilancia y el monitoreo de plaguicidas en alimentos ain no se ha
implementado de forma eficaz, y existe una tendencia fuerte de los agricultores a usar
plaguicidas en forma excesiva, debido especialmente a motivaciones econdémicas (Murcia
y Stashenko, 2008).

Por todo lo anterior, las entidades nacionales y regionales han intervenido con
programas que mejoren las actividades agricolas reduciendo los impactos generados por
sus producciones de alimentos y con el fin de regular el uso indiscriminado de
plaguicidas, creando normas que protejan los recursos naturales, evitando una mayor
contaminacion a los recursos ambientales y efectos en la salud de los seres vivos que
tiene contacto indirecto o indirecto con los plaguicidas. Lo anterior ha motivado que sea
necesario realizar estudios para detectar presencia de estos compuestos en diversos
alimentos, especialmente en frutas debido a que se consumen crudas, pero dado que los
métodos analiticos son costosos y demorados la industria requiere de métodos alternos
que de manera indirecta pero en corto tiempo puedan identificar dichos compuestos antes

que el producto llegue al consumidor.

Esta investigacion busca generar otra alternativa que ayude a disminuir el tiempo de

deteccidn de plaguicidas en alimentos frescos facilitando la toma rapida de decisiones,

Yohanna Maldonado Obando-2017
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resaltando que la finalidad de la propuesta no es reemplazar la cromatografia como
método viable de analisis de plaguicidas en alimentos sino hacer uso de otras tecnologias
desarrolladas por la academia al servicio de la industria. Cualquier metodologia analitica
para determinacion de plaguicidas debe ser rapida, econémica y aplicable, ademas con
pocas modificaciones cuando se decida cambiar de matriz, en la actualidad la
cromatografia de gases cumple con los requerimientos necesarios y confiables para
determinar y cuantificar la presencia de trazas de plaguicidas en los productos
mencionados, sin embargo, esta técnica suele ser muy cara, de dificil puesta a punto,

mantenimiento y operacion.

Por eso la necesidad de explorar nuevas estrategias que permitan obtener resultados
iguales 0 mejores que la cromatografia en tiempos rapidos y principalmente a bajo costo,
una de esas técnicas son las llamadas narices electronicas o sistema olfativos
multisensoriales, que presentan cualidades o ventajas muy interesantes como son
(Quicazan S, Diaz M, & Zuluaga D, 2011):

e Andlisis no destructivo del producto

e Aplicacion en diferentes campos del area de alimentos (monitoreo de procesos,
estimacion de vida util, deteccion de aromas, frescura de los alimentos, microorganismos
patégenos, contaminantes y calidad de los productos)

e Obtencidn de resultados en tiempo real (en cuestion de minutos)

e Portabilidad, robustez y bajo precio

e Adaptacion a diferentes cantidades y variedades de productos.

e En laclasificacion y deteccion de olores con seguridad, ya que se pueden exponer
a sustancias toxicas.

e Confiabilidad y precision, porque los resultados que se han obtenido en diferentes
investigaciones han sido eficientes.

e Requieren solamente un manipulador.

Yohanna Maldonado Obando-2017
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El presente proyecto tiene como finalidad generar la implementacién de nuevas
alternativas analiticas generadas desde la ciencia y la tecnologia que permitan la mejora
en la identificacion de la calidad e inocuidad de los alimentos que se consumen, con la
ayuda de las técnicas de inteligencia artificial apropiadas, las cuales pueden reconocer el
patrén aromatico de una muestra particular y distinguirlo de otras muestras. Por tal razon
esta investigacion se enfocd en el uso de una herramienta que permita la deteccion de

pesticidas organoclorados en tres frutas frescas consumidas usualmente en Pamplona.

Yohanna Maldonado Obando-2017
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Capitulo 2

Estado del Arte

Yohanna Maldonado Obando-2017
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Los Plaguicidas.

Definicion. El concepto de plaguicidas es definido por la Food and Agriculture
Organization (FAO) como «la sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o
controlar plagas, incluyendo los vectores de enfermedad humana o animal; las especies
no deseadas de plantas o animales que ocasionan un dafio duradero u otras que interfieren
con la produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacion de
alimentos; los articulos agricolas de consumo, la madera y sus productos, el forraje para
animales o los productos que pueden administrarseles para el control de insectos,
aracnidos u otras plagas corporales», (Food Agriculture Organization United Nations
(FAO), 2008).

Aunque los pesticidas son necesarios, los residuos de éstos en los alimentos y en el
ambiente provocan efectos negativos en la salud que dependen de la proporcion con la
que se absorbe el pesticida. Algunos efectos que se presentan son: toxicidad neuroldgica
aguda, dafio neuroldgico crénico, disfuncion de los sistemas inmune, reproductivo y
endocrino o cancer (Do6motoérova & Matisova, 2008). Por lo que su monitoreo y control
se convierte en una actividad prioritaria para determinar la calidad y seguridad de los

alimentos.

Clasificacion. Los plaguicidas se pueden clasificar segun:

e Tipo de organismo que se desea controlar: Insecticidas, acaricidas, fungicidas,

herbicidas, nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, avicidas.
e Grupo quimico del principio activo: Compuestos organofosforados, compuestos
carbamatos, compuestos organoclorados, piretroides, derivados del bipiridilo, triazinas,

tiocarbamatos, derivados del acido fenoxiacético, derivados de la cumarina, derivados del

Yohanna Maldonado Obando-2017
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cloronitrofenol, compuestos oOrgano mercuriales, entre otros. A continuacion se

mencionan caracteristicas generales de algunos pesticidas (Barbera C. , 1989).

Organoclorados _ (OC). Los pesticidas (principalmente insecticidas) son

hidrocarburos clorados utilizados extensivamente desde la década de 1940 hasta la
década de 1980 en la agricultura y control de mosquitos (Choi, Lee, y Jung, 2016). Son
de bajo costo y amplio espectro, su persistencia va desde moderada a muy persistentes, y
sus residuos se encuentran en el ambiente y en los seres vivos. Son liposolubles, solubles
en compuestos organicos de baja polaridad. Se acumulan en el tejido graso y se
metabolizan lentamente. Son estables quimica y bioguimicamente, se caracterizan por
tener una estructura ciclica y dtomos de cloro; dependiendo de dicha estructura, los

pesticidas organoclorados se clasifican en tres grupos principales:

e Derivados halogenados de hidrocarburos aliciclicos, como el lindano.
e Derivados halogenados de hidrocarburos aromaticos, como el DDT.
e Derivados halogenados de hidrocarburos ciclodiénicos, como el aldrin y el

endosulfan.

Los organoclorados son los plaguicidas mas ampliamente utilizados. Su estructura
quimica corresponde a la de los hidrocarburos clorados, lo que les confiere una alta
estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles y altamente
solubles en disolventes organicos. Estas caracteristicas favorecen su persistencia en el
ambientel y su lenta biodegradabilidad. Su vida media es de 5 afios, aunque varia segin
el producto; por ejemplo, para el beta hexaclorociclohexano es de 3 afios, para el aldrin

de 6 afios y para el DDT es de 30 afios.
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El compuesto como tal o sus metabolitos son contaminantes ubicuos de varios tejidos en
humanos y de los mamiferos en general. A causa de su alta lipofilicidad tienden a
acumularse principalmente en el tejido celular subcutaneo, en el componente graso de la
leche materna y de la sangre. Productos representativos de este grupo son el DDT, el
aldrin, el dieldrin y el endrin, asi como el endosulfan y el lindano, ambos todavia usados
en Espafia, ( Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Organizacion Panamericana de la

Salud (OPS), Centro Panamericano de Ecologia Humana y Salud, 1990).

El lindano, los ciclodiénicos (aldrin, dieldrin, endrin, clordano) y el endosulfan son
absorbidos a través de la piel. La accion toxica principal de estos pesticidas se dirige al
sistema nervioso, en donde estos compuestos inducen a un estado de sobre-excitacion en

el cerebro.

Organofosforados (OF). Son generalmente ésteres de acido fosférico sustituidos.

Se descomponen con mayor facilidad y son menos persistentes en el ambiente que los
organoclorados, pero més peligrosos debido a que tienen un grado alto de toxicidad. Son
biodegradables y no se acumulan en el organismo. Se han convertido en los insecticidas
de mayor uso (Araoud, Douki, Rhim, Najjar, & Gazzah, 2007). Los sustituyentes tienen
gran influencia en las propiedades fisicoquimicas del compuesto y se relacionan ademas
con la capacidad de penetracién, distribucion, activacion y degradacion del pesticida, con
su sitio de ataque, potencia y selectividad. Algunos ejemplos son: clorfenvinfos,
demetién, diclorvos, diazinon, etil paration, etion, fention, fosfolan, malation,
metamidofos, metilazinfos, monocrotofos, tricorfon, (OMS, OPS, Division Salud y
Ambiente, 1993).

Carbamatos (C). Los carbamatos (C) son otro grupo de plaguicidas que pueden ser

de tres tipos principales: derivados de ésteres carbamatados, cominmente usados como

insecticidas; derivados del acido tiocarbamico, utilizados como fungicidas; y carbamatos
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propiamente dichos, que se emplean como herbicidas. (Al-Saleh, 1994). Todos ellos son
relativamente inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia ambiental y
cuentan con cierta selectividad. Su degradacion se realiza por oxidacién y sus metabolitos
finales son hidrosolubles pudiendo excretarse por la orina y las heces fecales6. Entre los

mas comunes se encuentran el lannate, el carbarilo y el carbyl, (OMS et al., 1993).

La mayoria de los carbamatos son facil y rdpidamente absorbidos a través de la piel,
pulmones, tracto gastrointestinal y mucosas. Se ha reportado que la exposicion cronica
causa debilidad, anorexia, pérdida de la memoria y temblores musculares. El carbofuran
es considerado un insecticida con toxicidad alta (DL50 = 50 g/kg) (Marrs y Ballantyne,
2004).

Dicarboxiimidas. Dentro de este grupo se agrupan las sulfonimidas y las imidas N-

ciclicas, aunque son compuestos diferentes estructuralmente se clasifican como
fungicidas dicarboxiimidas. Estos heterociclos sufren degradacién hidrolitica y/o
fotolitica en suelos, plantas y animales. El captan, folpet y captafol son sulfoniimidas y
son usados principalmente para el control de mohos en frutas y vegetales. El captan se
absorbe por el tracto gastrointestinal y se metaboliza rapidamente, (Colume, Cardenas,
Gallego, y Valcércel, 2001).

Las Piretrinas (P). Son plaguicidas obtenidos por secado, molienda y pulverizacién

de la flor del crisantemo, cuyo polvo contiene del 1 al 3% del principio activo. Las
principales piretrinas son las cinerinas | y Il, las jasmolinas | y 11, y las piretrinas | y II,
consideradas estas Ultimas como las de efecto mas potente. Quimicamente, se dividen en
dos tipos: a) sin grupo alfacyano, como el permetrin y resmetrin, y b) con grupo
alfacyano, como fenvalerato, diametrin y cypermetrin. Todos son metabolizados por
hidrolisis, oxidacion y conjugacion, con poca tendencia a acumularse en los tejidos.

(Ramirez y Lacasaria, 2001).
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Tabla 1. Clasificacion de los Plaguicidas segun la Familia Quimica.

Familia Quimica Ejemplos

Organoclorados DDT, aldrin, endosulfan, endrin

Organofosforados Bromophos, diclorvos, malation

Carbamatos Carbaryl, methomyl, propoxur

Tiocarbamatos Ditiocarbamato, mancozeb, maneb

Piretroides Cypermetrin, fenvalerato, permetrin

Derivados Bipiridilos Clormequat, diquat, paraquat

Derivados del acido fenoxiacético Dicloroprop, piclram, silvex

Derivados cloronitrofenélicos DNOC, dinoterb, dinocap

Derivados de triazinas Atrazine, ametryn, desmetryn, simazine

Compuestos organicos del estafio Cyhexatin, dowco, plictran
Arsénico pentdxido, obpa, fosfito de magnesio, cloruro

Compuestos inorganicos de mercurio, arsenato de plomo, bromuro de metilo,
antimonio, mercurio, selenio, talio y fosforo blanco

Compuestos de origen botanico Rotenona, nicotina, aceite de canola

Nota: Adaptado y tomado de (Ramirez y Lacasafia, 2001)

La Tabla 1 muestra de forma condensada una forma de clasificar los plaguicidas segun la
familia quimica a la que pertenecen y se presentan ejemplos de productos que se
comercializan en el mercado. A continuacion se presenta otra clasificacion segin su

persistencia.

e Segun su persistencia al medio ambiente: Se clasifican en persistentes, poco
persistentes, no persistentes (Tabla 2). Muchos plaguicidas persisten durante largos
periodos de tiempo en el medio ambiente (hasta muchos afios), como por ejemplo la vida
prevista del y-HCH en agua es de 191 dias y la naturaleza persistente de los residuos de
organoclorados en el medio ambiente plantean el problema de la toxicidad cronica para
los animales y los seres humanos a través del aire, el agua y los alimentos de consumo
(Kafilzadeh et al., 2015). De igual forma, el promedio de vida del y-HCH y el a-HCH en
torno a la region de grandes lagos oscila alrededor de 3 a 4 afios (Cortes y Hites, 2000).
Por lo tanto, el uso de un nimero de OCs, incluido el DDT, ha sido prohibido o
restringido en el mundo debido a la alta persistencia y la bioacumulacion en la naturaleza
(OMS, 2003).
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Se han detectado residuos de pesticidas organoclorados en ambientes costeros como
se reportd en una investigacion que se llevd a cabo en la Laguna Costera de Berre
(Sureste de Francia), donde los sedimentos parecian estar significativamente
contaminados, especialmente con una concentracién media de lindano de 0,05 mg kg™,
que es < cinco veces del umbral legal. (Arienzo, Masuccio, y Ferrara, 2013). De igual
forma, se han encontrado residuos en mariscos comunmente consumidos por la poblacion
coreana, donde los bifenilos policlorados y el DDT fueron los contaminantes
predominantes (Moon, Kim, Minkyu, Jun, y Hee-Gu, 2009), en mamiferos marinos
(Romanic, Klincic, Kljakovic-Gaspic, Kusak, Reljic, y Huber, 2015), aves (Yohannes,
Ikenaka, Nakayama , Mizukawa, y Ishizuka, 2016) y humanos (Thomas, et al., 2017).
Ademas, presentan propiedades de transporte de largo alcance, como por lo que pueden
ser llevados a largas distancias por medio de aire o del agua como es el caso del HCH y
el Endosulfan que fueron transportados de tierras de cultivo a estuarios tropicales, lo que
en Ultima instancia provoca un grave riesgo para el Biota (Leadprathom, Parkpian,
Satayavivad, Delaune, y Jugsujinda, 2009). La gran persistencia de estos productos
quimicos en el medio ambiente y su facil dispersién y desplazamiento en los cultivos ha
sido un factor clave en el detrimento y deterioro de los ecosistemas y del aumento de
enfermedades y patologias relacionadas con humanos y otras especies de la biosfera
(Albert y Rendon-Von Osten, J., 1988).

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas segtn su vida media de efectividad

Persistencia® Vida media” Ejemplos
No persistente De dias hasta 12 semanas I\/_Ialatlop , diazinon, - carbarilo,
diametrin
Moderadamente persistente De 1 a 18 meses Paration, lannate
Persistente De varios meses a 20 afios DDT, aldrin, dieldrin

Productos hechos a partir de

Permanentes Indefinidamente . ..
mercurio, plomo, arsénico

Nota: ®Capacidad de una sustancia o un compuesto, de permanecer en un sustrato del ambiente en
particular, después de que ha cumplido el objetivo por el cual se aplicé. ® Lapso de tiempo necesario para
que se degrade la mitad del compuesto 0 mezcla aplicada. Adaptado y tomado de (Ramirez & Lacasafia,
2001).
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e Seguln su toxicidad aguda (O.M.S.): Esta se basa principalmente en la toxicidad
por via oral en ratas y ratones. Usualmente la dosis se registra como el valor DL50 (Dosis
Letal Media) que es la dosis requerida para matar al 50% de la poblacion de animales de

prueba y se expresa en términos de mg/kg del peso del cuerpo del animal.

Tabla 3. Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad, expresada en DL50 (mg/kg)

Clase Toxicidad Ejemplos
Clase IA Extremadamente peligrosos Paration, dieldrin
Clase IB Altamente peligrosos Eldrin, diclorvs
Clase Il Moderadamente peligrosos DDT,clordano
Clase IlI Ligeramente peligrosos Malarion

Nota: Adaptado y tomado de (Ramirez y Lacasafia, 2001)

Usos. Los plaguicidas son insumos esenciales utilizados en la agricultura moderna
para controlar las plagas y enfermedades e incrementar la productividad de los cultivos
disminuyendo los riesgos y pérdidas de los sistemas agricolas. El uso generalizado de
tales productos se debe a las propiedades biocidas y selectividad que poseen; por ello,
constituyen el método habitual de lucha contra las plagas, (Pérez, Navarro y Miranda,
2013). Durante la década de los 30 y hasta nuestros dias son muy utilizados en la
industria agricola a nivel mundial y han tenido notables consecuencias nocivas de
caracter mutagénico y canceroso (Pabuena, et al., 2015) debido a su persistencia y
residualidad que se acumula en tejidos humanos (Thomas, et al., 2017), por lo que surge
la necesidad de investigar el uso de dichas sustancias y sus repercusiones en los

consumidores.

Estas sustancias quimicas se utilizan en frutas, verduras, trigo, arroz, aceitunas y
canola destinada para aceite y en cultivos no alimentarios, tales como algodon, césped y
flores. La alta demanda en el uso de plaguicidas genera consecuencias que afectan los
ecosistemas ocasionando desequilibrios debido a la residualidad que se genera en los

alimentos (Bempah, Agyekum, Akuamoa, Frimpong, y Buah-Kwofie, 2016; Castro,
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2005). Ademas, la manipulacion y aplicacion de plaguicidas puede ocasionar riesgos para
el ser humano, ya sea por ser usuario o consumidor de vegetales, frutas y productos
tratados, asi como afectar el propio cultivo y su entorno, el ganado, la fauna terrestre y
acuicola, y en definitiva el equilibrio ecolégico dejando residuos de plaguicidas en el

suelo durante afios, (Barron, y otros, 2017).

El uso dado a los plaguicidas ha sido multiple y variado, esto es debido a que las
tierras de cultivo del mundo son limitadas y la poblacion esté creciendo constantemente,
lo que conlleva a realizar todos los esfuerzos para aumentar la produccion de cultivos con
el fin de garantizar la seguridad alimentaria (Zhang, 2008). De igual forma, sin el uso de
plaguicidas, el rendimiento y la calidad de los cultivos pueden ser severamente reducidos
por malas hierbas, plagas y enfermedades, lo cual ocasionaria pérdidas de méas del 50%
de los cultivos vegetales por dafio de plagas (Wang, Wang , Huo y Zhu, 2015), lo que
indica que los plaguicidas son, por lo tanto, indispensables en la produccion agricola
moderna. Actualmente, hay mas de 865 plaguicidas registrados en todo el mundo
(Wanwimolruk , Kanchanamayoon, Phopin, y Prachayasittikul, 2015). Ahora bien, el
hecho que los compuestos quimicos reduzcan los dafios ocasionados por la plaga en los
cultivos, no justifica que se utilicen indiscrimidamente, sin regirse por la normativa
vigente y sopresando los limites mé&ximo permitidos, ocasionando consecuencias
residuales en los alimentos, si no en el consumidor, en la fauna y la flora de todo el
entorno. En la siguiente tabla se muestra la diversidad de aplicaciones que tienen los

pesticidas.

El tema de los residuos de plaguicidas en los alimentos representa un tema polémico
y complicado de interés para los consumidores, productores y procesadores de alimentos,
reguladores, legisladores y cientificos de todo el mundo. Los niveles permisibles de
residuos de plaguicidas en los alimentos, conocidos como tolerancias en los Estados

Unidos y como limites maximos de residuos (LMR) en gran parte del mundo, se perciben
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ampliamente y de manera inapropiada como niveles de preocupacién por la seguridad.

(Codex Alimentarius, 1996). Por tal motivo y con el objetivo de proteger la salud de los

consumidores y asegurar que se aplique al alimento solamente la cantidad minima de

plaguicida que se necesita, la legislacion Colombiana sigue los Limites Mé&ximos de

Residuos (LMR’s).

Tabla 4. Usos mas frecuentes de los Plaguicida.

Actividad

Uso

Agricultura

Control de las multiples plagas que afectan las cosechas en
cualquiera de sus etapas.

Salud publica

Control de vectores de enfermedades como malaria, dengue,
enfermedad de Chagas, oncocercosis, peste, fiebre amarilla,
filariasis, tripanosomiasis, esquistosomiasis, leishmaniasis y tifo.
Control de plagas (roedores) y erradicacion de plantaciones cuyo
producto final sea droga ilicita.

Ganaderia y cuidado de
animales domésticos

En la desinfeccion de ganado ovino y de animales domésticos
COMO perros y gatos.

Tratamiento de estructuras

Tratamiento de edificios pablicos y privados, oficinas, hospitales,
hoteles, cines, teatros, restaurantes, escuelas, supermercados,
tiendas de departamentos, instalaciones deportivas, bodegas de
almacenamiento de alimentos y en la industria ferroviaria y de
navegacion maritima y aérea.

Mantenimiento de
areas verdes

Tratamiento de parques, jardines, areas de recreo, campos de golf
y autopistas, vias férreas, andenes, torres con lineas de alta tension
y postes.

Mantenimiento de
reservas de agua

Tratamiento de grandes reservas de agua, naturales o artificiales,
presas, embalses,

diques, depositos, estanques piscicolas, canales, albercas y
piscinas

Industria

En la fabricacién de neveras, equipos eléctricos, pinturas, resinas,
pegamentos, pastas, ceras, liquidos limpiametales, tiendas de
campafia, velas para navegacion, redes para deporte, tapetes,
alfombras y tapices, en la industria de la madera, materiales para
embalaje de alimentos, cartén y maltiples productos de papel.

En la industria de la alimentacién, para la preservacion de
alimentos frescos como carnes, pescados, etc

Hogar

Incorporados en productos como cosméticos, champus, jabones y
repelentes de insectos. Se usan en el lavado y secado de
alfombras, en desinfectantes caseros y en productos para el
cuidado de mascotas y plantas, ademés del uso de insecticidas

Nota: Adaptado y tomado de Ramirez y Lacasafia, 2001; Moses , 1993.
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En la tabla anterior se observa que el sector agricola es uno de los que mas emplea
compuestos quimicos como pesticidas para mitigar la proliferacion de plagas que
merman la calidad y cantidad de las cosechas de alimentos; realizando un consumo del
85% de la produccién mundial de este producto. Su empleo indiscriminado, dependiendo
de la toxicidad, el tiempo y el tipo de exposicion se ha convertido en una problematica a
nivel del pais ya que ha dificultado el acceso a mercados internacionales, donde las
normas son altamente restrictivas con respecto a la presencia de trazas de organoclorados,
organofosforados y carbamatos en alimentos frescos o procesados. La preocupacion de
los consumidores con respecto a los residuos de plaguicidas ha dado lugar, en parte, al
crecimiento sostenido de la industria de alimentos organicos, poniendo en tela de juicio el
escrutinio reglamentario de las deficiencias percibidas en el muestreo de alimentos y en

los métodos analiticos utilizados, (Winter y Jara, 2015).

El empleo de los plaguicidas como productos quimicos para el control de plagas se
hace conforme a las normas de inocuidad establecidas por los entes de control
reglamentando limites méaximos permisibles de residuos para que el riesgo a corto y
mediano plazo en los consumidores sea minimo (Tabla 5). Sin embargo, en ocasiones los
limites son rebasados, o bien, se tiene la presencia de varios residuos en un mismo
producto, y pese a que las concentraciones estén por debajo de los valores aceptables, el
riesgo potencial se incrementa al considerarse un efecto aditivo y perjudicial para la
salud, como es el caso de la fresa, la cual es considerada una de las frutas con mayor
contenido de plaguicidas y se encuentra dentro de lista de alimentos clasificados como

“docena sucia” por la Environmental Working Group (EWG), ( Winter y Jara, 2015).
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Tabla 5. Limite Mé&ximo de Residuos (LMRS's) en (mg/kg) de Pesticidas
Organoclorados en diferentes grupos de Alimentos.

DDT (sum of Endosulfan Heptachlor
Acrin  pp-oDT 0p- (Tl e
Grupo de Alimento _and_ DDT, p-p"-DDE isomers and Endrin pand
Dieldrin® and p,p’-TDE
(DDD)" endosulfarl- hepta_chl%r
sulphate) epoxide)
Frutas Frescas o
Congeladas y 0.01* 0.05* 0.05* 0.01*  0.01*
Nueces de arbol
Vegetales Frescos 0 g1a g g 0.05* 0.01*  0.01*
congelados
Legumbres 0.01* 0.05* 0.05* 0.01* 0.01*
Semillas 0.02 0.05* 0.1% 0.01*  0.01*
oleaginosas
Cereales 0.01* 0.05* 0.05* 0.01* 0.01
Té 0.02* 0.2* 30 0.01*  0.02*
Granos de Café 0.02* 1 0.1* 0.01*  0.02*
Infusiones de * -
diferentes hiervas 0.02 0.5 0.1 0.1 0.1
Especias 0.1 1 1 0.1 0.1
Plantas de azlcar 0.01* 0.05* 0.05* 0.01* 0.01
Productos de
Origen Animal — 0.2 1 0.05* 0.05 0.2
Residuos animales
Léacteos 0.006 0.04 0.05* 0.0008 0.004
Huevos de -
diferentes aves 0.02 0.05 0.05 0.005  0.02
Productos de miel y
otros productos 0.01 0.05 0.01* 0.01 0.01
apicolas
Anfibios y Reptiles  0.01 0.05 0.01* 0.01 0.01
Animales
invertebrados 0.01 0.05 0.01* 0.01 0.01
terrestres
Animales
vertebrados 0.01 0.05 0.01* 0.01 0.01

terrestres silvestres

Nota: (*) Indica el limite inferior de la determinacion analitica. Legislacion: ®*Reg. (EC) No 839/2008,
®Reg. (EC) No 149/2008, “Reg. (EU) No 310/2011, “Reg. (EC) No 149/2008, °Reg. (EC) No 149/2008.
Adaptado y tomado de Codex Alimentarius, 2008.

Esta investigacion se centra en el estudio de los pesticidas Organoclorados, los

cuales al ser compuestos organicos, tienden a reducir su reactividad. Esta estabilidad se
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manifiesta como una persistencia en el medio ambiente, que se incrementa a cloracion del
compuesto, por ejemplo; el diclorobenceno no es demasiado persistente, pero si lo es
mucho mas el hexaclorobenceno. El gran tamafio y masa del atomo de cloro resulta en
una gran molécula que tiene una presion de vapor muy reducida, incrementa el punto de
ebullicién y reduce la solubilidad en agua (Garrido, 1988 en Garcia Cambero , 2002). La
adicion de atomos de cloro incrementa asi la particion de los lipidos y por consiguiente,
la bioconcentracion, al igual que la liposolubilidad y la estabilidad de estos compuestos
facilitan su acumulacion en los tejidos grasos, asimismo, una propiedad comdn de los
derivados Ciclodiénicos, es su gran persistencia en el medio ambiente y de modo especial
su identidad de comportamiento bioldgico al ser transformados en sus epoxidos; asi el
aldrin pasa a dieldrin y el heptacloro a heptacloro ep6xido tanto en el suelo como en
animales o en sistemas biologicos. Si bien se puede rastrear el empleo de substancias para
proteger las cosechas desde la antigliedad, el concepto moderno de plaguicida surge en el
siglo XIX en que se sintetizaron multiples substancias cuyas propiedades toxicas e

insecticidas se descubrieron y utilizaron mas adelante.

La investigacion de compuestos arsenicales dio lugar al empleo del arsenito de cobre
para combatir un tipo de escarabajo en EE.UU., y la extensidn de su empleo promovio la
primera legislacion  conocida sobre pesticidas en el afio 1900. El
diclorodifeniltricloroetano (DDT), sintetizado en 1874, demostrd su potencia insecticida
en 1939 y comenzd a ser utilizado como tal en 1942. El hexaclorocicloexano (HCH),
sintetizado en 1825, se usé como gas de guerra en la 1 Guerra Mundial y como
insecticida en 1942. A partir de la 2% mitad del siglo XX se acelera la sintesis de
productos organofosforados (dimefox en 1949, malation en 1950) y de carbamatos
(carbaryl en 1956, aldicarb en 1965) (Costa, Galli, y Murphy, 1986 en Ferrer, 2003). La
Tabla 6 muestra una recopilacion de las caracteristicas de los pesticidas organoclorados,

las cuales permiten deducir el grado de peligrosidad de los mismos.
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Tabla 6. Caracteristicas de algunos Pesticidas Organoclorados.
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Grupo de
Organoclorados Ngens‘gzie dc;el Estructura Quimica Propiedades Usos
al que pertenece
DDT CCly Insoluble en agua, se descompone lentamente con rayos . .
. o Plaguicida,  obtencion  de
((Dicloro uv, se descompone a 100°C (Matsumura, 1985), capaz S
. e - ; i mayores  rendimientos y
DDT Difenil de persistir durante afios en los sistemas acuaticos y meiora de la calidad en las
Tricloroetano terrestres. (Dimond, Getchell, y Blease, 1971; Ma, et cosJechas
) a a al.,, 2016)
cl
o o Es el analogo mas conocido y empleado, no se acumula
Metoxicloro L en los tejidos grasos ni pasa a la leche, se metaboliza ~ Tratamientos ganaderos y
7 b (J rapidamente (Barbera C. , 1989), y menos toxico que el  sobre vacas lecheras.
: ) - DDT (Matsumura, 1985).
CCly o
) DDE Es menos toxico que el DDT (Matsumura, 1985), es el
Analogos del  (Dicloro primer metabolito del DDT y es capaz de persistir ~ Metabolito derivado del uso
DDT Difenil durante afios en los sistemas acuéticos (Dimond, del DDT
Etano) a cl Getchell, y Blease, 1971; Ma, y otros, 2016)
DDD CHO, Es de 0.1 a 0.2 veces menos toxico que el DDT
(Dicloro (Matsumura, 1985), es el segundo metabolito del DDT y Metabolito derivado del uso
Difenil es capaz de persistir durante afios en los sistemas del DDT
Dicloroetano acudticos (Dimond, Getchell, y Blease, 1971; Ma, et al.,, ’
d a 2016)
HCH Tiene 4 isémeros, el isdmero gamma (lindano) es muy
(Hexacloroci estable al calor, posee alta presién de vapor, lo que
cl 1 permite que pueda ser vaporizado mediante calor
ohexano) 6 [ externo sin descomposicién apreciable (Raldla Pérez,  Plaguicida, obtencién de
HCH 6 BHC BHC a 1995). Es el hexaclorociohexano isémero gama y  mayores  rendimientos Yy
(Hexacloruro a pertenece a la tercera categoria toxicoldgica, por lo que  mejora de la calidad en las
de benceno) (] su exposicion provoca tenues manifestaciones de  cosechas.
a intoxicacion aguda (Mendoza Patifio & Ledn Rodriguez,
2005).
. . . Fue utilizado como pesticida
Es uno de los pesticidas mas persistentes que se ara maiz v algodon pero en
. conocen, cuando entra en el medio ambiente, la luz P y ag pero €
Aldrin . ] 1987 la Agencia de Proteccion
solar, las bacterias, las plantas y los animales lo . S
transforman a dieldrin. (Raldda P, 1995) Ambiental (EPA) o prohibio
' ! ’ por su alta toxicidad
Es un pesticida muy persistente, solo con tratamientos ~ Fue utilizado como pesticida
" &l con acidos fuertes a largas exposiciones a luz uv se  para maiz y algodén pero en
Dieldrin <l descompone (Barbera, 1989), se degrada lentamente en 1987 la Agencia de Proteccién
o @@ el medio ambiente o se almacena en grasa eliminandose ~ Ambiental (EPA) lo prohibié
b <l muy lentamente. por su alta toxicidad
Se degrada féacilmente por el calor y la luz, pero en
determinadas condiciones perdura hasta 10 afios. Es -
'I;"\)‘\‘ ; elevadamente téxico, no se disuelve bien en agua, por lo Se ha utilizado para controlar
Endrin :‘\r(b;&ci ue su descom osicic’)n es en los sedimentos Cén altas insectos, roedores 'y pajaros
Dervados b 4 p ’ (Matsumura, 1985).

temperaturas y luz se puede transformar en aldehido

Ciclodiénicos (Barbera, 1989).

Heptacloro Es un producto quimico sintético. En el ambiente no se
disuelve bien en agua, se une facilmente a moléculas
sélidas en suspension y se evapora lentamente. Lo mas
comdn es que se convierta en epdxido, el cual es mas
toxico que el heptacloro. Este epoxido permanece en
suelo y agua durante muchos afios (Barbera, 1989).

Heptachlor [IT—

Se us6 en el pasado contra
insectos y plagas en el maiz,
pero en 1988 su uso fue
prohibido por la Agencia de
Proteccion

Ambiental (EPA).

Cuando se aplica, las moléculas en

aerosol pueden viajar a largas distancias por el aire. No
se disuelve bien en agua, por lo que en un medio
acudtico se une a los sedimentos, con lo que tarda afios
en destruirse del todo (Raldda, 1995). En mamiferos se
transforma en endosulfan-diol (endosulfan 2), de baja
toxicidad y en parte, también se forma sulfato de
toxicidad similar a la del endosulfan (Barberda, 1989)

Endosulfan E ;K'jfi-\s”ﬂ

Es muy usado en el control de
insectos en alimentos, cultivos
no alimentarios y como
protector de la madera
(Matsumura, 1985).

Nota: Adaptado y tomado de Garcia, 2002.
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Meétodos e Investigaciones para Determinacion de Pesticidas Organoclorados.

Debido a su amplio uso, estabilidad, toxicidad selectiva y bioacumulacion, los
plaguicidas estan entre las sustancias mas toxicas que contaminan el medio ambiente.
Son particularmente peligrosos en las frutas y hortalizas, por las cuales las personas estan
expuestas a ellos. Por lo tanto, es fundamental vigilar los residuos de plaguicidas en las
frutas y hortalizas utilizando todos los métodos analiticos disponibles, ( Fenik,
Ankiewicz, y Biziuk, 2011).

Recientemente, en la literatura se ha reportado diferentes métodos modernos en la
extraccion de los plaguicidas de matrices de frutas y vegetales, como las hortalizas, se

han empleado las técnicas de extraccion como:

Extraccion en fase solida, SPE (Ambrus , et al., 2005; Carabias-Martinez |,
Rodriguez-Gonzalo , Miranda-Cruz, Dominguez-Alvarez, y Hernandez-Méndez, 2007;
X. Yang, et al., 2011; Zhao, et al., 2016); microextraccién en fase solida SPME (Chai y
Tan, 2009; Hirahara , et al., 2005; Li, Wang, Yan, Li, y Pan, 2016), extraccion en fase
solida dispersa, SPDE (Escalona, Galarraga, Fernandez, Centeno, Veldsquez, y Pérez,
2012; Farajzadeh, Yadeghari, y Khoshmaram, 2017; Liu, Kong, Gong, Miao, Qi, y Yang,
2015); extraccién con disolventes, LLE (Banerjee, et al., 2012; Duodua, Goonetillekeb, y
Ayoko, 2016; Escuderos M., Santos D., Rubio B., y Polo D., 2003; Musaiger , Al-Jedah ,
y D’ Zousa, 2008;); extraccion con fluidos stper critico SFE (Mohamed , EL-Saeid,
Saleh, y AL-Dosari, 2010; Poustka, Holadova, y Hajsova, 2003; Rissato, Galhiani, y
Gerenutti, 2005; Velasco, Villada, y Carrera, 2007); extraccion asistida con ultrasonidos,
AUE (Rodriguez-Gonzalo, Carabias-Martinez, Miranda-Cruz, Dominguez-Alvarez, y
Hernandez-Méndez, 2009); extraccion asistida con microondas, MAE y SPE (Farajzadeh,
Asghari, y Feriduni, 2016; Fuentes E, Baez y Diaz, 2009; Wang, Ding, y Ren, 2016);
extraccion con membranas permeables-MPE (van Pinxteren , Bauer , y Popp , 2009) y

extraccion acelerada con disolventes, ASE ( (Cervera, et al.,, 2010; Mijangros R., 2010),
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los cuales reducen el tiempo de andlisis, permiten poca manipulacion de la muestra y
minimizan el volumen del solvente, (Trtic-Petrovic, Dordevic, Dujakovic, Kumric,

Kavasiljevic, y Lausevic, 2010 en Pérez, Salas, y Amaro, 2015).

Para desarrollar correctamente estas metodologias se debe tener presente las
caracteristicas de las muestras objeto estudio y las propiedades fisicoquimicas de los
plaguicidas en contacto con la matriz, asi como en el proceso de extraccion y anélisis
instrumental. Es esencial emplear las técnicas y metodologias que permitan obtener
resultados reproducibles, confiables y puedan emplearse en analisis de rutina, esto
implica utilizar técnicas de extraccion adecuadas y establecer las condiciones apropiadas

de operacion de los equipos disponibles (Tabla 7).

Debido a la gran problematica que ha surgido con la utilizacion de pesticidas y a la
importancia de determinar la presencia de estos en muestras de alimentos, ambientales y
biologicas, algunas instituciones gubernamentales han disefiado una serie de métodos
analiticos para la determinacién de plaguicidas que permitan cuantificar concentraciones
iguales o inferiores a los valores de LMR establecidos para cada uno de los diferentes

contaminantes presentes en la matriz objeto estudio.
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Tabla 7. Técnicas de extraccion, Limpieza y deteccion de Plaguicidas en hortalizas, frutas y cereales.

Plaguicidas Metodo mzEy
Cultivos analizados preparacion/ concentracion de la Solventes utilizados Deteccion Analitica Autor
Extraccion muestra
. Carbon activado/Silica
* .
Hortalizas (7) 5 MSPD gellevaporacion Diclorometano GC-ECD Aldana et al. 2001
Frutas (1) 7 Molienda, filtracion LLE, evaporacion Acetona GC-MS Aldama 2008
Hortalizas (3) 3 LSE/ '\Slgl\slgﬁé NaCl/ Filtracion/evaporacion Acetato de etilo HPLC Baig et al. 2009
Frutas y Hortalizas Bempah, Agyekum,
2/400) 14 MSPD DSPE/homogenizacion Acetato de etilo. GC-MS Akuamoa , Frimpong, y
Buah-Kwofie, 2016
Hortalizas (3) Homogeneizador Filtracion / evaporacion
Frutas (1) 118 (Solvente/NaCO3/ / SPE P Acetato de etilo TLC Ambrus et al. 2005
Cereales (3) NaHC,)
Hortalizas (3) 349 QUEChERS® DSPE Acetato de etilo GC-ESI-MS/ MS Banerjee et al. 2012
Frutas (2)
Homogeneizador .
Hortalizas (4) 9 (Solvente / NaHCO3/ SPE/evaporacion Acetato de etilo GC-ECD Bempah et al. 2012
Na2S04)
Hc'):rrtjtléiaégﬁ) 121 QUEChERS® Modificado  Solvente + Mezcla de sales Acetonitrilo GC-MS/MS (QqQ) Camino-Sanchez 2011
Hortalizas (1) 130 ASE ASE/vacio N2 /GPC Acetato de etilo GC-MS/IM5 Cervera et al. 2010
Frutas (2) (QuQ)
Hortalizas (5); . . .
Frutas (1) 6 PLE SPE/evaporacion N2 Diclorometano / HPLC/NACE Carabias-Martinez et al.
acetona / hexano 2007
Cereales (1)

. SPE multicapa Acetona, tolueno, . (Farina Y., Abdullah,
Hortalizas (7) 15 MSPE GCB/PSA acetonitrilo GC-ECD Bibi, & Khalik, 2017)
Hortalizas (4) 239 Homogeneizador SPE/evaporacion Acetonitrilo + NaCl GC/IMS Fillion et al. 2000

(Solvente/NaCl)
Frutas (5)
Hortalizas (6) 31 Homaogeneizador Filtracién/evaporacion Acetato de etilo LC-ESI-MS-MS Garrido et al. 2004

Frutas (2)

(Solvente/NaSO4)
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Tabla 7. Continuacién
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Método ey Deteccion
Cultivos Plaguicidas analizados preparacion/ concentracion de Solventes utilizados Analitica Autor
Extraccion la muestra
Acetona /
Hortalizas (2) 9 Homogeneizador SPE acetonitilo/tolueno/ GC Godinez 2005
NaCl / MgSO4/hexano
: . . Gonzélez-Rodriguez
Hortalizas (3%) 23 LSE SPE/evaporacion Acetonitrilo GC-ITMS
et al. 2008
Hortalizas (5) GC-EPD
Frutas (1) 186 Ablandador. LSE Filtracion/Vacio MSPE Acetato de etilo ! Hirahara et al. 2005
GC-NPD, GC- ECD
Otros (5)
. Acetona, acetato de GC-ECD, GC-NPD,
Hortalizas (1) 30 LSE, QUEChERS® GCP, SPE, MSPD etilo, ciclohexano, GC-ITD, GC-MSy Hjorth et al. 2011
Frutas (18) diclorometano GC- MS/MS;
LC-MS/MS
Hortalizas (1) 12 LSE con Agitacion, Silica gel, NaSO4, carbon diclorogz::r)lga’hexano GC-ECD, GC- FTD, Mandal y
LLE activado | vaci ' GC-MS Singh,2010
vacio
Hc'):rrtjtlga(slél)Z) 57 LSE+NaSO4, Filtracion Filtracion y evaporacion Acetato de etilo LC-MS/MS Jansson et al. 2004
Hortalizas (3) 60 QUEChERS® Centrifugacion / Acetonitrilo LC-ESI-MS Kmelldr et al. 2008
Frutas (11) evaporacion
Hortalizas (4) L i GC-MS; LC-
Frutas (4) 229 QUEChERS® SPE/evaporacion Acetonitrilo MS/MS Lehotay et al. 2005
. L o . i (Montafio Garcés y
Fruta (1) 19 Filtracion GCP/homogenizacion Acetato de etilo GCAR-PECD/NPD Guerrero Dallos, 2001)
Hortalizas . L
(1306) ** Frutas 74 LSE-Agitacion Centrifugacion/ Acetato de etilo LC-ESI-MS/ MS Ortelli et al 2004
evaporacion/filtracion
(1265)
Hortalizas (3) 22 SFE SFE co, GC-NPD, GC- ECD Poustka et al. 2003
Frutas (2)

Fuente: Maldonado O., 2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas

Tabla 7. Continuacion

Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

36

. Método Limpieza/ Rz
Cultivos Plagl_umdas preparacion/ concentracion de Solventes utilizados Detec’c_|on Autor
analizados i Analitica
Extraccion la muestra
Diclorometano/ Rodriguez-Gonzalo et
Hortalizas (1) 6 LSE SPE/evaporacion N, acetona HPLC/NACE gal 2009
/hexano '
Acetona /
Hortalizas (19)* . " Acetonitrilo )
Frutas (10) 72 LSE, MAE MSPD/Centrifugacion (1:1), Ac. Acético GC-MS Satpathy et aL., 2011
Hortalizas (4) . Etanol: Acetonitrilo : Sheridan y Meola
Frutas (3) 100 LSE SPE/evaporacion (9.5:0.5) GC-MS/MS 1999
SPE/evap y
Hortalizas (1) oracion : Stajnbaher y
Frutas (2) 0 LSE SPE/colum Acetona GC-MS Zupanié-Kralj 2003
na DEA
Hortalizas (1) 175 QUEChERS® - Acetonitrilo LC-MS/MS Sungura 'y Tunur 2012
Frutas (2)
Hortalizas (5) 6 MSPD SPE, Carbon Hexano, GC-FPD Valenzuela-Quinta-

activado, celita

diclorometano

nar et al. 2006

Nota: * El valor se refiere al nimero de cultivos estudiados; ** el valor se refiere al nimero de muestras analizadas de cada grupo de cultivos. SPE:
Extraccion en fase solida, TLC: Cro- matografia en capa fina, PCBs: Bifenilospoliclorados, PAHs: Hidrocarburos aromaticos poliacidos, DSPE:
Extraccion en fase solida dispersiva, GC: Cromatografia de gases, ESI: ionizacion electrospray, MS: espectrometria de masas, ECD: Detector de captura
de electrones, (QqQ): Triple cuadrupolo, GPC: Cromatografia de permeacién en gel, LSE: Extraccion liquido sélido, ITMS: espectrometria de masas con
trampa de iones, MSPD: Dispersion de la Matriz en fase solida MSPE: Microextraccién en fase sélida, FDP: Detector fotométrico de flama, NPD:
Detector de fosforo y Nitrégeno, ITD: Detector de trampa de iones, LC: Cromatografia Liquida, FTD: Detector termoidnico de flama, MAE: Extraccion
asistida con microondas, DEA: Dietilaminopropil, SFE: Extraccion con fluidos supercriticos, NACE: Electroforesis capilar en medios no acuosos, PLE:

extraccion con liquidos presurizado.(Maldonado, 2017)
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Método QUEChERS.

(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), siendo este segun sus siglas;
rapido, facil, econdémico, efectivo, robusto y seguro para la extraccion de una amplia
gama de plaguicidas en matrices de frutas y verduras con un alto porcentaje de humedad.
Este nuevo método de preparacion de muestras surgio de la necesidad de desarrollar
métodos multiresiduos rapidos y econémicos que proporcionen resultados de gran calidad
y fabilidad (Rejczak y Tuzimski, 2017; Socas-Rodriguez, Gonzalez-Salamo, Herrera-
Herrera, Hernandez-Borges, y Rodriguez-Delgado, 2017). Es un método muy aplicado a
nivel mundial para la determinacién de residuos de pesticidas en alimentos, debido a las
multiples ventajas que presenta ya que a través de un procedimiento sencillo , las
muestras se preparan para el analisis de las muestras mediante GC, GC/MS o LC,
LC/MS. QUEChERS, utiliza menor cantidad de muestra, en menos de 30 minutos, el
analista es capaz de realizar dos 0 mas extracciones al tiempo, no se requiere gran

cantidad de material de vidrio y la cantidad de pasos de extraccidn se disminuye.

Un amplio espectro de plaguicidas ha sido analizado usando QUEChERS,
incluyendo plaguicidas no-polares, polares y planares (Anastassiades, Lehotay,
Stajnbaher, y Schenck, 2003; AOAC Official Method , 2007; Paez y Martinez, 2015),
ocupando una posicion relevante en el analisis de residuos de plaguicidas. Las
caracteristicas inicialmente propuestas para nombrar el método (rapido, facil, barato,
eficaz, robusto y seguro) proporcionan numerosos beneficios desde un punto de vista
analitico, y este aspecto ha llevado a su aplicacion en la mayoria de los laboratorios
oficiales para el andlisis de este tipo de residuos. De igual forma, se han determinado
efectivamente otros grupos diferentes de compuestos con especial interés en los campos

medioambiental, alimentario y bioldgico en una amplia variedad de matrices complejas.
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" Muestra desmenuzada: 10 golhg

l ANADIR ACETONITRILO

SELECCIONAR EL KIT DE EXTRACCION

Criterios de seleccion:

- 3 ‘ - o Tamponado Tamponado * Método QuEChERS
Método original, Meétodo original, , - .
muestras de 10 g misastres da 15 g Método AOAC 2007.1, Método EN 15662, - Compuestos a cribar

muestras de 15 g muestras de 10 g

Usar kits tamponados
si hay presentes
Comprobar el pH y ajustarloa 5— 55 pesticidas sensibles a

ARADIR EL PATRON INTERNO ba alcalimided. Agilent
recomienda el uso de

AGITAR Y CENTRIFUGAR kits tamponados como
primera opcion.

Alicuota: 1 ml, 6 ml u 8 mI*

SELECCIONAR EL KIT DE SPE DISPERSIVA

Criterios de seleccion:

* Método QUEChERS

* Tipo de alimento
a analizar

* Volumen de alicuota

Frutas y verduras Frutas y verduras Frutas y verduras Frutas y verduras
en general grasas/cerosas en general grasas/cerosas
kits de 2 ml y 15 ml kits de 2 ml y 15 ml kits de 2 ml y 15 ml kits de 2 mly 15 ml

Frutas y verduras Frutas y verduras con Frutas y verduras Frutas y verduras
pigmentadas grasas y pigmentos pigmentadas muy pigmentadas
kits de 2 mly 15 ml kits de 2 ml y 15 ml kits de 2 mly 15 ml kits de 2 mly 15 ml

METODO AOAC METODO EN
AGITAR Y CENTRIFUGAR

Analisis

Figura 2. Pasos basicos para llevar a cabo el método QUEChERS en cualquier muestra de frutas o
verduras. *El tamafio de alicuota viene especificado por el método y los Kits se crean para esas cantidades
concretas. Para pesticidas con grupos acidos (&cidos fenoxialcanoicos), analizar directamente mediante
LC/MS/MS en este punto (omitir la etapa de SPE dispersiva). Esos grupos acidos interaccionan con la PSA
que forma parte del paso de SPE dispersiva. (QUEChERS, 2016)

En términos generales, la metodologia QUEChERS ha sido validada para una gran
cantidad de frutas y vegetales de diferentes caracteristicas, mostrando resultados bastante
favorables para ser utilizados en el analisis de plaguicidas en laboratorios de rutina, lo
que lo hace un método atractivo para su implementacion. A partir del método original se
han desarrollado diversas modificaciones basadas en el uso de disoluciones tamponadas

para mejorar la eficacia de la extraccion de compuestos dependientes del pH, tal es el
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caso del método 2007.01 (AOAC 2007) en el cual se utiliza acetonitrilo con un 1% en
acido acético para formar un tampdn con acetato de sodio, lograndose obtener un pH
alrededor de 4,5 y se elimina la adicion de NaCl. Otra modifcacion del método
QUECHhERS fue realizada por Anastassiades (2003) y se validé por la European
Committee for standardization(CEN) como el método estandar EN 15662, en donde se
utilizo buffers citrato (BS EN 15662:2008 2008).

Step 1 k b ’k 3
EXTBACT Rl g S Step 3

i R oo ~ ANALYZE

......

I o ——— -

Figura 3. Madificaciones Método QUEChERS. (2016)

Técnicas Cromatograficas.

La eleccion de una técnica analitica adecuada para la determinacién de plaguicidas
depende de una variedad de factores incluyendo propiedades de los analitos, efectividad,
rapidez, fiabilidad, selectividad y sensibilidad, coste, disponibilidad, compatibilidad con
el medio ambiente y capacidad de analisis. En la actualidad, la cromatografia de gases
(GC) es la técnica mas ampliamente utilizada para el analisis multiresidual de plaguicidas
en diversas matrices, dada su elevada sensibilidad y selectividad en la deteccion de este

tipo de compuestos. Sin embargo, la incompatibilidad de algunos plaguicidas con la GC
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debido a su inestabilidad térmica, elevado peso molecular, baja volatilidad y/o alta
polaridad, hace que muchos de estos compuestos no estén incluidos en los métodos
multiresiduo al no poder determinarse facilmente por GC. Este inconveniente se puede
solventar en algunos casos introduciendo una etapa de derivatizacion previa a la
inyeccion, aunque esta etapa suele ser larga y tediosa e incluso puede conducir a
resultados menos precisos. Como consecuencia, se ha incrementado la utilizacion de
técnicas cromatogréficas alternativas para la determinacion de este tipo de compuestos;
es el caso de la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

La determinacion analitica de plaguicidas en frutas, vegetales y hortalizas ha sido
revisada por varios autores, quienes indican que en la mayoria se han empleado las
técnicas cromatografcas acopladas a un sistema de deteccion y/o analizador, y con menor
frecuencia las técnicas electroquimicas, inmunoensayos, electrocromatografia,
biosensores de iones y electroforesis capilar (Ahmed , 2001; Fenik , Tankiewicz y Biziuk,
2011; Lambropoulou y Albanis , 2007; Sharma, Nagpal , Pakade , y Katnoria , 2010;
Soler y Picd, 2007). Pérez, Navarro y Miranda (2013) realizaron una revision
bibliogréfica de las técnicas cromatograficas utilizadas en el andlisis de plaguicidas en
frutas y vegetales (incluidas hortalizas), y con base a diferentes publicaciones cientificas

recientes, describen que las técnicas mas empleadas son:

e Cromatografia de gases-espectrometria de masas (Fillion, Sauve y Selwyn,.
2000; Guerrero y Herrera, 2016; Lehotay, 2005). En 2010 Norli, Christiansen, y Holen,
realizaron una evaluacién independiente de un programa de reporte por deconvolucion
Deconvolution Reporting Software (DRS, por sus siglas en inglés) que emplea AMDIS
como nucleo para el analisis de residuos de plaguicidas poniendo a prueba la capacidad
para detectar plaguicidas en el rango de 20 a 100 pg/kg en frutas y hortalizas. (Philip,
Wylie , y Meng, 2004). El estudio mostr6 resultados aceptables teniendo en cuenta las

frecuentes dificultades al analizar plaguicidas volatiles “problematicos”. Del mismo
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modo, Mezcua Mezcua, Martinez-Uroz, Wylie, y Fernandez-Alba, en 2009 ejecutaron un
screening automatizado empleando DRS para el analisis de diferentes matrices al tomar
en consideracion una lista prioritaria de plaguicidas. Conforme a los resultados
encontrados por AMDIS, los investigadores definieron un Limite de Identificacion (LI) el
cual aseguraba una relacion sefial-ruido (S/N) mayor que 10. Cabe mencionar que en este
estudio se empled el método QUECHhERS con el objetivo de evitar las interferencias de
matriz y mantener altos porcentajes de recuperacion (mas del 95% de los compuestos
entre 80-110%). Un ensayo posterior de identificacion mostré que algunos compuestos
problematicos tenian puntajes de comparacion entre el 70-90% de coincidencia, aunque
solo el 3% del total de los puntajes para las determinaciones estuvieron por debajo del
criterio 70%. Aun asi, es importante aclarar que la sensibilidad baja es el principal
obstéaculo para este tipo de técnicas automatizadas en el anélisis de residuos que emplean
modo scan, puesto que sin importar qué tan bien se haya purificado un extracto, el perfil
de la matriz siempre tendra una influencia significativa en las intensidades de los iones
del analito, y en estas condiciones el método de comparacion podria fallar por
contaminacion del espectro del analito con compuestos enddgenos coeluyentes en una
separacion incompleta.

e Cromatografia de gases-espectrometria de masas en tandem, GC-MS/ M: Es
una técnica analitica dedicada a la separacién, identificacién y cuantificacion de mezclas
de sustancias volatiles y semivolatiles. La separacion de dichas sustancias depende de la
diferente distribucion de las sustancias estudiadas entre las fases movil y estacionaria que
conforman el sistema. Una vez separadas las sustancias son fragmentadas y analizadas en
funcion de su patrén de fragmentacion, el cual puede ser comparado con informacién
contenida en una base de datos de espectros de masas para su identificacion preliminar.
La identificacion definitiva, asi como la cuantificacion de cada sustancia debe hacerse
mediante el empleo de sustancia de referencia. (Camino-Sanchez, y otros, 2011; Hjorth ,
y otros, 2011; Wylie y Meng, 2008).
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e Cromatografia de gases — espectrometria de masas con cuadrupolo de
ionizacion de triple impacto de electrones, GC-EI-MS/MS (Banerjee, Mujawar, Utture,
Dasgupta, y Adsule, 2013).

e Cromatografia de gases-espectrometria de masas de trampa de iones, GC-MS-
TI (Hjorth et al, 2011); Una desventaja de la T es la vulnerabilidad a efectos producidos
por iones cargados, lo que afecta la calidad del espectro de masa, incluyendo la
resolucion y la precision de la masa; ademas, pueden realizar un solo tipo de monitoreo:
el escaneo de un i6n seleccionado. Adicionalmente, las IT necesitan etapas intermedias
asociadas al tiempo requerido para sostener y mover iones. Por lo anterior, este
analizador y los analizadores de ciclotron ionico, permiten estudios MSn, donden cobra

relevancia hasta valores de 4.

Cromatografia de gases-espectrometria de masas de tiempo de vuelo, GC-MS TOF
(Ferrer 1. y Zweigmenbaum, 2011); Cromatografia de gases con detector NPD
(Escuderos-Morenas et al.2003, Hjorth et al. 2011): el NPD se utiliza para plaguicidas
nitrogenados y fosforados, siendo bastante comdn su uso en la deteccion de plaguicidas
organofosforados (Fenoll, Hellin, Lépez, y Gonzéalez, 2007; Wang, Liang, y Jiang, 2008).
Estos detectores son bastante sensibles y selectivos, pero requieren extractos muy limpios

por lo cual es necesario efectuar previamente una etapa de limpieza (cleanup) adecuada.

Cromatografia de liquidos de alta precision, HPLC. En la década de los 80 se
comenzd a potenciar el uso de la LC y, desde entonces, su aplicacion en el campo del
analisis de residuos de plaguicidas se ha extendido considerablemente (Hogendoorn y
van Zoonen, 2000). La diversidad de detectores, ultravioleta (UV), diodos integrados
(DAD), fluorescencia (FD), electroquimico, MS, etc., asi como la variedad de columnas
disponibles y la posibilidad de llevar a cabo gradientes de elucion mas o menos
complejos han incrementado la cantidad de estudios relacionados con el analisis de

plaguicidas mediante esta técnica (Palamareva, 2005; Tang , Page , Kelly , y Marginean ,
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2010; Vogeser y Seger, 2008). Los avances recientes en el analisis de plaguicidas
mediante LC se han centrado fundamentalmente en la obtencidén de separaciones mas
rapidas, de menor coste y mayor eficacia, con adecuadas sensibilidades y selectividades,
asi como en el uso de fases moviles menos toxicas para el medio ambiente y para el
operador. En este sentido, se han introducido mejoras en las columnas, en los sistemas de

bombeo y en los sistemas de deteccion (principalmente el acoplamiento LC-MSn ).

El desarrollo reciente de la cromatografia liquida de ultra-alta presion (UPLC) ha
sido uno de los mayores avances realizados en cromatografia de liquidos, puesto que esta
nueva técnica permite obtener un aumento en la velocidad de andlisis, en la sensibilidad y
en la resolucién. Estas ventajas son consecuencia de las modificaciones llevadas a cabo
en la tecnologia de la columna y en la instrumentacion: el uso de columnas relativamente
cortas empaquetadas con fases estacionarias de tamafio de particula inferior a 2,5 um
permiten disminuir el tiempo de analisis cromatografico. De hecho, segln la ecuacion de
Van Deemter, que describe la relacion entre la velocidad de flujo y la altura de plato
tedrico de la columna, una disminucion en el tamafio de la particula lleva consigo un

aumento en la velocidad de flujo sin pérdida de resolucién cromatogréfica.

Como consecuencia, se hace necesaria la aplicacion de presiones superiores a las
empleadas en LC convencional (hasta 15.000 psi, Swartz y Murphy, 2004), lo que lleva
implicito una modificacién en la instrumentacion, principalmente en los sistemas de
bombeo. En lo que respecta al uso de polimeros de impronta molecular (MIP) en HPLC
para la determinacion de plaguicidas, la mayor parte de trabajos se han centrado en la
separacion de compuestos quirales a partir de fases estacionarias quirales altamente
selectivas (Hogendoorn y van Zoonen, 2000). Recientemente, los MIP se han utilizado en
la separacion de plaguicidas mediante HPLC en papas, maiz y guisantes (Tamayo Yy
Martin-Esteban, 2005), en frutas, como naranja, limon, uva, fresa y zumo de naranja

(Turiel y col., 2005), asi como en manzana y plasma de rata (Hantash y col., 2006).
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e Cromatografia de gases-espectrometria de masas de ionizacion térmica, GC-
TIMS (Gonzalez-Rodriguez et al. 2008); cromatografia liquida-espectrometria de masas
de ionizacion electrospray (Garrido et al. 2004); cromatografia liquida-espectrometria de
masas en tandem (Garrido et al. 2004, Jansson 2004, Lehotay et al. 2005, Kmellar et al.
2008, Hjorth et al. 2011),

e Cromatografia de gases con detector de captura de electrones y/o detector
fotométrico de flama, GC-ECD y GC FPD: Se emplea para identificar pesticidas
organoclorados. Empleado en analisis de frutas, vegetales, jugos, cereales, especias,
nueces, carne, pescado, queso, entre otros. Proveen resultados ambiguos. Esta sujeto a
interferencias por la matriz. (Bempah , Buah-Kwofe , Enimil , Blewub, y Agyei-Martey ,
2012; Hirahara et al., 2005; Musaiger , Al-Jedah , y D’ Zousa , 2008; Mandal y Singh ,
2010; Sapahin, Makahleh , y Saad, 2015; Yu-feng , Xiao , y Feng-Shan , 2011); donde
Rissato, Galhiane, y Gerenutti (2005) presentaron un método rapido y seguro para
determinar 25 compuestos seleccionados de cuatro clases de pesticidas, teniendo como
muestras: manzanas, uvas, peras Yy fresas frescas, de supermercados locales. Utilizaron
dos métodos de extraccion: extraccion solido-liquido, usando acetona, y extraccion con

fluido supercritico.

La limpieza de las muestras fue realizada con cartuchos de extraccion de
aminopropil seguido por analisis de cromatografia de gases acoplada con un equipo de
deteccion de captura de electrones. La confirmacion de los pesticidas fue realizada con un
detector de espectrometria de masa usando un método selectivo de monitoreo de iones.
La recuperacion de la mayoria de pesticidas en las muestras fortificadas fue a un nivel de
0.04-0.10 mg/kg, fue de 77-96 % para ambos métodos. EI método de extraccion con
fluido supercritico presentd buen limite de deteccion (menor que 0.01 mg/kg,
dependiendo del pesticida y de la matriz), lo que permitido concluir que el método

minimizo los dafios ambientales, tiempo 'y el trabajo de laboratorio.
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Sistema Multisensorial.

Un sistema multisensorial esta basado en sensores, los cuales pueden intentar
imitar el comportamiento de los sentidos en el ser humano, el olfato y el gusto, (Ortiz,
2016). La investigacion con sistemas multisensoriales data ya de aproximadamente 30
afios y durante los afios 80 los investigadores se centraron en una méaquina con
caracteristicas olfativas que seria llamada nariz electronica y que constaria de una gran
variedad de sensores. En la actualidad, los sistemas multisensoriales son comparados
constantemente con equipos de cromatografia o espectrometria para corroborar que los
resultados obtenidos (data) sean confiables. Los datos obtenidos pueden ser analizados
por diferentes técnicas: analisis de componentes principales (PCA), PLS, anélisis de

discriminacién funcional, analisis de cluster, l6gica difusa y redes neuronales.

Nariz Electrénica (NE).

Se define como un sistema de olfato electronico utilizado como “instrumento que
comprende una matriz de sensores quimicos con sensibilidades solapadas y un avanzado
sistema de reconocimiento de patrones capaces de identificar aromas simples y/o
complejos” (Gualdron, 2006). Es un instrumento olfativo artificial que es capaz de
realizar analisis cualitativos y/o cuantitativos de una mezcla de gases, vapores y olores,
incluso cuando estan presentes a concentraciones muy bajas (partes por billén). De los
cinco sentidos, el olfato siempre ha sido el mas dificil de definir y objetivizar; sin
embargo, esto deja de ser un problema con las narices electronicas, que crean huellas

olfativas digitales objetivas, reproducibles y fiables. (Almengor, 2009)

El objetivo de este equipo es analizar cualitativamente aromas dificiles de
percibir, reconociendo sus huellas olfativas, valorando los componentes de la muestra a
analizar en todo su conjunto y no de una manera cuantitativa. (Lozano, Arroyo, Santos,

Cabellos y Horrillo, 2008). Al igual que el sistema olfativo humano, su fin es relacionar

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 46
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

el aroma que se percibe con una respuesta que, tras ser almacenada en la memoria,

servird como modelo en ulteriores andlisis (figura 4).

Smell I Neurons I Human

‘W - T e
Q ool - —i‘\“:/’: { Bru/llr.u\ )
— C ,/J'i(‘ e \ o c(mlci/
, H ez —— 3
e <= o WQ :
5 L Ny e

88sl)

I1E l!é
8880 ‘

Processed signal I Neural network I Electronic Nose

Figura 4. Comparacion del sistema Olfativo Humano vs la Nariz Electrénica. (Téarrega, 2014)

El propdsito general del sistema de sensores de una nariz electronica es el de
emular el sistema olfativo diferenciando adecuadamente los distintos tipos de volatiles
que le sean requeridos, para la empresa alimentaria el uso de estos sistemas cada vez es
mayor y estd mas en auge especialmente en el analisis sensorial de sustancias complejas.
(Araque O., 2014).

Persaud y Dodd (1982), orientaron sus estudios en entender los procesos del
olfato biologico, utilizando un conjunto de sensores semiconductores de O0xidos
metalicos, y luego ampliaron su investigacion a sensores basados en polimeros
conductores, mientras que, el otro grupo propuso un aparato para detectar, identificar y
medir una amplia variedad de productos quimicos y mezclas transportadas por
ferrocarriles, barcos y camiones. Actualmente en la industria de alimentos se han
realizado multiples investigaciones con la utilizacion de la Nariz Electronica para la
clasificacion de aromas y olores en diferentes productos, de ahi que el campo de

aplicacién se ha extendido al andlisis en medio ambiente, medicina, seguridad y
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agroindustria. En términos generales la nariz electrénica es un dispositivo compuesto por
cuatro etapas funcionales: concentracion y captura de los volatiles, electronica de control,

y procesamiento de la informacion. (Gualdron, Duran, Ortiz, y Araque, 2014).

Funcionamiento de la Nariz Electronica.

Un sistema de olfato electronico estandar esta formado por tres elementos
principales: un sistema de medicion, compuesto por una técnica de extraccion de aroma o
sistema de flujo de aire, que transporta los compuestos volatiles de las muestras hasta un
arreglo de sensores quimicos que transforman la informacion recibida en sefiales
eléctricas; un sistema de extraccion de los rasgos caracteristicos de la muestra analizada,
mediante la cuantificacion y transformacion en datos de las sefiales de los diferentes
sensores y un sistema de reconocimiento de patrones para identificar y clasificar el aroma
de las muestras medidas (Lozano, Arroyo, Santos, Cabellos, y Horrillo, 2008; Quicazan,
Diaz M., y Zuluaga D., 2011).
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Figura 5. Secuencia para el andlisis de aromas. Tomado de Gualdron (2006).
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En la siguiente figura se muestra el esquema del médulo de muestreo en el que se
pueden distinguir claramente los diferentes caminos que sigue el flujo de aire en cada una
de las fases, el cual permanece constante en el momento que atraviesa la cadmara de
medida (donde se ubican los sensores). El procedimiento de medida en el modulo consta

de tres fases bien diferenciadas: la fase de concentracion, la fase de medida y la fase de

reposo.
=2 @ = = =
Entrada De Aire ‘
Vialvula Solenoide
Electrobomba ' Vi
m Vilvula Solenoide
V3 '
Salida De Aire ‘ ‘
Vilvula Solenoide !—
V2 Camara De Muestreo

Matriz De Sensores

Figura 6. Esquema General de la Nariz Electrénica. Tomado de Ortiz (2016).

e Fase de concentracion y toma de muestra. En esta fase, la bomba toma el aire
del sitio donde se esta trabajando y las electrovalvulas lo conducen a través de la camara
de medida, posteriormente, el flujo de aire abandona el sistema y es devuelto al exterior
sin circular a través de la camara de concentracion, ya que las electrovalvulas han cerrado
dicho camino con la finalidad de que se acumulen volétiles en su interior (flechas verdes
de la figura). Esta fase puede durar aproximadamente entre 15 a 30 minutos, tiempo
suficiente para acumular una gran concentracion de volatiles y asi obtener una buena
sefial de los sensores. Es importante tener en cuenta la manipulacién de la muestra ya que
es un paso critico que afecta el analisis por NE. Para introducir los compuestos volatiles
presentes en el espacio de cabeza de la muestra en el sistema de deteccion de las NE, se

han desarrollado varias técnicas de muestreo tales como: espacio estatico de cabeza,
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purga y trampa, microextraccion en fase solida, extraccion sobre barras magnéticas
(SBSE), membrana introduccion espectrometria de masas y aguja interna de extraccion
dinamica. La eleccién de cualquiera de ellas debe ser con cuidado y tener en cuenta el
tipo de muestra y las especificaciones del método necesario (Carvajal Ferrer, 2013 en
Pabon Mora, 2016).

e [Fase de medicion. En esta fase se encuentra el sistema de deteccion cuyo
principio es el uso de un sensor quimico, el cual es capaz de convertir una cantidad de
una sustancia quimica en una sefial eléctrica que esté relacionada con la concentracion de
particulas especificas, tales como atomos, moléculas, o iones en gases o liquidos,
(Carvajal Ferrer, 2013 en Pabon Mora, 2016). Los volatiles son transportados a través de
un circuito cerrado, con la ayuda de la bomba de aire, desde la camara de concentracion a
la cdmara de medida, la cual contiene la matriz de los sensores. Alli, el aire del exterior
circula a través de la cAmara de muestreo y de medida terminando de esta manera el

recorrido quedando expulsado fuera del circuito y del sitio de trabajo (flechas violetas).

El proceso de medida dura aproximadamente un tiempo total de 10 minutos
permitiendo que los sensores alcancen un valor estable, (Ortiz, 2016).

e Fase de limpieza y reposo. El objetivo de esta etapa es limpiar todo el circuito de
medida y restablecer la respuesta de los sensores a su resistencia de reposo. El aire es
tomado del sitio de trabajo, empieza a circular a través de la cdmara de medida,
seguidamente pasa al exterior, y por ultimo, empuja los volatiles que hayan podido
quedar fuera del circuito. EI tiempo de duracién de este proceso puede ser entre 15 a 20

minutos dependiendo del volatil y del nimero de muestras a tomar.

e [Fase de reconocimiento de datos. Después de que el sistema esta limpio, se

procede al tratamiento de las los datos de respuesta generados por cada sensor, para lo
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cual, se utilizan técnicas de reconocimiento de patrones (PR). EI PR es un vector de
decision utilizado para clasificar las especies sobre la base de una serie de medidas (un
patron) sobre esa especie. Los principales objetivos de esta etapa son: reducir la cantidad
de datos que son irrelevantes para el estudio, mejorar la informacion suficiente dentro de
los datos para lograr el objetivo deseado y extraer informacidn para transformar los datos

y su posterior analisis, (Carvajal Ferrer, 2013 en Pabon Mora, 2016).

Sensores utilizados en la Nariz Electrénica.

Los sensores son dispositivos fabricados con un material activo que se deposita en
forma de pelicula sobre un sustrato y cada vez que el sensor entra en contacto con los
volatiles responsables de los olores exponiéndose a una muestra compleja, presenta una
respuesta caracteristica, que depende de las interacciones fisicoquimicas entre el sensor y
la muestra, lo que permite que se obtenga una sefial de la misma en su conjunto
registrandose cambios en las propiedades Opticas (sensores Opticos), en las propiedades
electroquimicas (sensores electroquimicos), en la masa (sensores masicos), etc.
(Mannino, Benedetti, Buratti, y Cosio, 2005; Rodriguez-Méndez, 2001; Roeck, Barsan, y
Weimar, 2008). Para garantizar que la nariz electronica funcione correctamente y se
obtengan los datos correctos, los sensores deben cumplir con ciertos requisitos como son:
responder de forma réapida, reversible y reproducible a las moléculas presentes en la fase
gaseosa, que son tipicamente compuestos organicos volatiles (COV) con diferentes masas
molares relativas; deben ser, prefeiblemente, dispositivos pequefios para trabajar con
muestras de pequefio volumen y reducir asi, el consumo de energia permitiendo construir
un instrumento que sea de facil transporte. Los tipos de sensores mas empleados son los
electroquimicos, los cuales se caracterizan por se compactos, requieren muy poca
energia, muestran una gran linealidad y repetibilidad, y generalmente tienen una larga
vida atil. Los més empleados en la fabricacion de NE son los semiconductores de 0xidos
de metal, los polimeros conductores, las microbalanzas de cristal de cuarzo y los de onda

acustica de superficie.

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 51
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas
Tabla 8. Clasificacion de los distintos tipos de sensores de gases.
s ce Principio de Operacion L2 el
Sensor Sensor
Semiconduct Se comercializan bajo el nombre de Figaro o Taguchi y basan su funcionamiento en
ores de el cambio de su resistencia eléctrica en el momento de ser expuestos a los compuestos D
- organicos volatiles. Estan provistos de un sistema de calentamiento ya que su TRt
Oxidos P . h O A &S /)
metalicos temperatura dptima oscila entre 200 y 650°C, tienen selectividad y reproducibilidad 3
(MOS) pobres, pero son poco dependientes de la humedad, lo que les da una vida til entre 3 ‘

y 5 afios (Figaro, 2016; Rodriguez, 2001).

Transistores
de campo
eléctrico con
semiconducto
res de Oxido
metalico
(MOSFET),

Son dispositivos que utilizan un campo eléctrico para crear una canal de conduccién.
Estd formado por tres capas dispuestas sucesivamente: una base de silicio
(semiconductor), una capa de 6xido de silicio que actlia como aislante y en la parte
superior esta formado por un metal catalitico (platino, paladio o rodio) y recibe el
nombre de puerta. Opera con una temperatura entre 50 — 200°C y puede alterarse de
acuerdo a la selectividad, sensibilidad, naturaleza y estructura del material con el que
se fabrique la puerta. Su principal inconveniente es la dificultad en la fabricacion y su
vida Util puede oscilar entre 1 a 3 afios por la sensibilidad a la temperatura y humedad
del medio.

Conductores
de polimero
organico
(CP).

. Presentan buena sensibilida hacia compuestos polares y funcionan a temperatura
ambiente (20-50°C) lo que reduce el consumo de energia, pero extremadamente
sensibles a la humedad teniendo un promedio de vida de 8 meses. De igual forma, se
utilizan ampliamente como materiales sensibles debido a la facilidad de modificar su
conductividad en presencia de compuestos organicos volatiles, son féciles de procesar
permitiendo tener sensores altamente reproducibles.

Cristales
piezoeléctric
0s (BAW)

Denominados, también, como microbalanzas de cuarzo (QMB) porque su respuesta es
proporcional a la cantidad de masa absorbida. Se pueden utilizar diferentes materiales
sensibles como acetil celulosa, porfirinas, entre otras; y analizar sus cambios frente a
diferentes aromas. Presentan problemas como la reproducibilidad, sensibilidad a los
cambios de temperatura y humedad. Su funcionamiento se basa en un cristal de cuarzo
piezoeléctrico cubierto por el material sensible

Amperométri
cos

Variacion de la magnitud de la corriente generada por la reaccion electroquimica del
analito al oxidarse o reducirse sobre un catalizador en la superficie de un electrodo.

Capacitancia

Variacién de la constante dieléctrica del polimero que actia como recubrimiento
sensible cuando un analito se adsorbe sobre él.

Calorimétrico
S

Variacion del calor de adsorcion que se genera al adsorberse el analito sobre el
recubrimiento sensible depositado sobre dos metales diferentes de cuya union resulta
un voltaje, voltaje que varia con el calor adsorbido.

Opticos  de
fibra dptica

Variacion de la propiedad 6ptica (indice de refraccion, intensidad de luz) de un haz de
luz al pasar a través de una capa o recubrimiento sensible sobre el que se han
adsorbido las moléculas gaseosas de la muestra de interés.

Opticos  de
colorimetria

Obtencidn de un patrén de cambio cuantitativo de color por diferencia de la imagen
RGB de una matriz compuesta por diferentes recubrimientos sensibles antes de ser
expuesta a la mezcla gaseosa, de la imagen después de la exposicidn.

Nota: Adaptado y tomado de Correa, Barreiro, Ruiz-Altisent, y Chamorro, 2005; Frank, 1999; Rodriguez,
2001; Sliwinska, Wisniewska, Dymerski, Wardencki, y Namiesnik, 2016
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E- nose 2.0.

Es la nariz electrénica utilizada en la presente investigacion y cuenta con 8 sensores
de marca Figaro tipo MOS. Estos sensores requieren de la implementacion de un circuito
para realizar el correcto funcionamiento y adquisicion de los datos, cuentan con un
Heather, resistencia calefactora que eleva la temperatura de la superficie para que cuando
se detecten volatiles, cambie la resistencia y se produzcan cambios en el divisor de
tension disefiado junto con la resistencia de carga RL, estos sensores pueden ser
alimentados por VC hasta maximo 25V, sin embargo, el sistema de adquisicion de datos
funciona al0V, (Ortiz, 2016).

e Funcionamiento de la E-nose 2.0. La nariz electronica ha sido construida de tal
manera que su utilizacion sea facil y sencillo para el usuario, con un indice alto de
credibilidad y responsabilidad con los resultados obtenidos durante el procesamiento de
muestras. Consta de un software llamado Bnose bajo la plataforma de Matlab. EI uso del
modulo de adquisicion es muy sencillo, se ingresa el nombre de la muestra, el nimero de
repeticiones y se inicia el proceso siguiendo cada una de las fases descritas anteriormente
(concentracion, medicién, limpieza y reposo y obtencion de datos) y finalmente se
almacenan los datos bajo la programacion que mantiene el instrumento donde se procesa
la informacién (conductancia minima menos la conductancia maxima) y se realiza el

andlisis estadistico de componentes principales.

e Sistema de Analisis de la Informacion. Es necesario implementar técnicas de
procesamiento una vez obtenidas las sefiales o patrones de los sensores de la nariz
electronica con el fin de interpretarlos y analizarlos de acuerdo con lo que se desea
obtener y asi construir modelos confiables de respuesta para prediccion, identificacion o
clasificacion, segun sea el caso (Quicazan et al, 2011). Existen diferentes métodos
analiticos con los cuales el investigador puede contar y su eleccidén depende de los datos

disponibles y del tipo de resultado que requiera. Entre los métodos mas utilizados se
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encuntran los siguientes: el analisis grafico (diagramas de barras y polares), analisis
estadistico multivariado (analisis de componentes principales (PCA)), el analisis de
funcion de discriminantes (DFA) (Orddfiez-Araque, 2014; Osorio, Novoa, y Gutiérrez,
2012) y el andlisis de clusters (CA) (Zuluaga, Diaz-Moreno, y Quicazan, 2011), analisis
de redes (redes neuronales artificiales (ANN)) y funciones de base radial (RBF))
(Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2011; Rodriguez, Albarracin y Delgado, 2011).

El andlisis de componentes principales (PCA) es el método més comudn para
visualizar y clasificar la estructura de datos multivariados. EI PCA es una técnica
guimiométrica bien conocida, que proyecta los datos en un hiperespacio reducido,
definido por los componentes principales (Parellon, 2004). Este algoritmo cae dentro de
las técnicas denominadas reconocimiento de patrones o técnicas de inteligencia artificial
y permite reducir, representar y extraer informacion relevante al mismo tiempo y suele
ser clasificado como un método no supervisado de reconocimiento de patrones, ya que su
uso mas extendido con las narices electronicas se limita a representar
bidimensionalmente un conjunto de medidas para ver si se pueden formar agrupaciones

(“clusters”) espontaneas entre las diferentes medidas realizadas.

Este método construye una transformacion lineal que escoge un nuevo sistema de
coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza de mayor tamario del
conjunto de datos es capturada en el primer eje (llamado el Primer Componente
Principal), la segunda varianza mas grande es el segundo eje, y asi sucesivamente,
(Duran, 2005; Moreno, Challero, Galan, Matia, y Jiménez, 2009; Rojas, Comina, y Solis,
2012; Zuluaga D, 2011). El uso de esta técnica permite la visualizacion de la estructura
latente de datos mediante graficas, cuyas interpretaciones permiten un entendimiento mas
profundo del que es posible obtener cuando se evallan las variables en solitario, ya que

permite analizar varias variables simultdneamente. EI PCA como anélisis exploratorio es
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el punto de partida conveniente dentro de los métodos de datos multivariantes, (Esbensen
y Geladi, 2009).

Otro método de andlisis de datos multivariante muy utilizado es el de las Redes
neuronales (ANN). Es un tipo de algoritmos inspirado en las redes neuronales bioldgicas,
ajustan sus modelos de forma experimental, sin necesitar un conocimiento previo de las
caracteristicas de los datos que debe procesar ni de los mecanismos que lo producen. Este
método ofrece una valiosa capacidad de mapeo no-lineal, muchos tipos de redes
neuronales se han empleado hasta el momento para realizar anélisis de clasificacion con
los datos de la nariz electronica, incluidas las redes de Kohonen, el vector de aprendizaje
(LVQ) y sus variaciones de backpropagation (BP) y el algoritmo ART, (Benito, Ortiz,
Sanchez, Sarabia, y Iniguez, 1999; Men, Liu, Pan, Wang, y Zhang, 2011).

Las redes neuronales artificailes se utilizan en una gran variedad de aplicaciones
de procesamiento de datos, donde se requiere la extraccion de informacion y el an” alisis
de los datos en tiempo real. Una de las principales ventajas de las redes neuronales es que
la mayor carga computacional se requiere Unicamente en la etapa de entrenamiento. Una
vez que la red neuronal se entrena para una tarea en particular, su operacion es
relativamente rapida y con ello se pueden identificar rapidamente muestras desconocidas
(Ludermir y Yamazaki, 2003).

El anélisis de funcion de discriminantes (DFA) es una técnica de diferenciacion
probabilistica paramétrica, que maximiza la varianza entre categorias y minimiza la
varianza dentro de las categorias, por medio de una proyeccion de datos de un espacio
multidimensional a uno reducido. Asi, se obtiene un nimero de funciones lineales
ortogonales igual al nimero de categorias menos uno (Frank y Todeschini, 1994;
Quicazan et al., 2011).
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Las maquinas de soporte vectorial (SVM), han demostrado ser muy eficaces en
muchos problemas de clasificacion. Para una clasificacion de clases binarias, la SVM
construye el hiperplano de separacion 6ptima entre ambas clases con el margen maximo.
La formulacion de minimos cuadrados (LS-SVM), recientemente propuesta (Vandewalla,
2004) solo implica las restricciones de igualdad. Por tanto el hiperplano 6ptimo se puede
obtener mediante la solucion de ecuaciones lineales (del orden del nimero de ejemplos

de entrenamiento) (Mufioz-Bedoya, Mendoza, y Velandia-Villamizar, 2013).

Las méaquinas de soporte vectorial surgieron como un método de clasificacion
basado en la teoria de minimizacién del riesgo estructural de Vapnik. En la actualidad,
tienen numerosas aplicaciones debido a su versatilidad y a sus prestaciones. Las SVM se
han utilizado con éxito en campos como la recuperacion de informacion, la
categorizacion de textos, el reconocimiento de escritura o la clasificacion de iméagenes.
Para poder clasificar con las maquinas de soporte vectorial, se comienza realizando una
etapa de aprendizaje. Consiste en encontrar el hiperplano h(x) = 0 que mejor separe un

conjunto de datos X € R d segun la clase Y € {-1,1} a la que pertenecen.

Dicho hiperplano se corresponde con el que maximiza la distancia al punto mas
proximo de cada clase, por lo tanto, estard a la misma distancia de los ejemplos mas
cercanos entre ellos de cada categoria. Segun la teoria de Vapnik, el separador lineal que
maximiza el margen (2 veces la distancia al punto mas préximo de cada clase) es el que
nos da la mayor capacidad de generalizacion, es decir, la capacidad de distinguir
caracteristicas comunes de los datos de cada clase que permitan clasificar imagenes que
no sean las del conjunto de entrenamiento, (Gutierrez Alonso, 2007). De igual manera, la
teoria de la SVM esta basada en la idea de minimizacion de riego estructural (SRM) y en
muchas aplicaciones han mostrado tener gran desempefio, mas que las maquinas de

aprendizaje tradicional como las redes neuronales, (Betancourt, 2005).

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 56
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

Avances e Investigaciones con Nariz Electronica.

En la actualidad se han llevado a cabo multiples investigaciones con la utilizacion
de los sistemas multisensoriales como nariz y lengua electronica con el fin de incursionar
en el mejoramiento de las técnicas que permitan evaluar la calidad de los alimentos que
se producen lo que ha ocasionado que en la ultima década se haya producido un rapido
desarrollo comercial y tecnoldgico de los sentidos electronicos. Las narices electronicas
son equipos desarrollados a los cuales se les atribuye mudltiples aplicaciones en la
industria agroalimentaria como son: valoracion de la calidad en productos frescos (frutas,
verduras, hortalizas, carne, leche y pollo crudo entre otros) y procesados
(manufacturados), supervision y control de operaciones basicas en la industria
agroalimentaria (coccion, fermentacién, mezclado, maduracién, tostado entre otros),
control de producto almacenado y estudio de su vida Util, evaluacion del envejecimiento
y maduracion de vinos y otros productos de la industria alimentaria (quesos, productos
carnicos, frutas), monitorizacion de la interaccion producto-empaque, la evaluacion
sensorial y de calidad de multiples alimentos, (Correa, Barreiro, Ruiz-Altisent, y
Chamorro, 2005).

De igual forma, los consumidores son cada vez mas conscientes de los problemas
de autenticacion con ciertos grupos de alimentos y estan dispuestos a pagar por productos
mas caros cuando el origen y los ingredientes estan debidamente determinados. Debido a
estos hechos, existe una creciente demanda entre las empresas y los institutos de
dispositivos que permiten un andlisis rapido de los productos alimenticios como son los
sistemas multisensoriales que a pesar de las numerosas desventajas de los sensores
electronicos, como la calibracion, la escasa selectividad y el complicado analisis de datos,
estos dispositivos se utilizan cada vez mas para el analisis de alimentos y en otras ramas
de la vida cotidiana como en perfumeria, en la industria farmacéutica, en operaciones
forenses, ambientales y demas. A continuacion se recogen algunas investigaciones que

se han realizado segun el campo de aplicacién en la industria alimentaria (Tabla 9 — 11):
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Tabla 9. Aplicaciones de la Nariz Electrénica en la evaluacion de frescura en alimentos.

S7

Algoritmo de
Muestra Tipo de Estudio Sistema de deteccion Procesamiento Referencia
de Datos
Anchoas Anélisis de frescura E-nose 16 sensores MOS Amari, El Bari, y
Bouchikhi, 2014
Filete de Dlscrlmlna0|or_1 entre los periodos Libra Nos-e: 8 TSM PLSDA Corrado D et al., 2001
bacalao de almacenamiento FreshSense:5EC
Salmon de e . ™.
Alaska Rosado C_Iasmcacmn del _Qeterloro en C)_/ran_ose 320/ 32 Chantarachoti J. et al..
diferentes condiciones de thin-film carbén-black PCA, PLSDA
(Oncorhynchus - 2006
almacenamiento. polymer sensors
gorbuscha)
Salmon fresco i 0 qurante o1
del Atlantico | . it Aroma Scan ™: 32 CPs MDA Du W., et al, 2002
(Salmo solar) almacenamiento a  diferentes
temperaturas
Establecimiento de categorias de
Huevos frescura y prediccion del estado de 4 Tin-oxide sensors ch:\l?\l FCM,SOM, Dutta R et al.,, 2003
frescura.

Carnes de Clasificacion  del deterioro vy El Barbri N, Llobet ,
VACUNO V OViMo prediccion de los pardmetros 6 Tin-oxide sensors PCA, SVM, PLS El Bari , Correig , y
y bacteriol6gicos Bouchikhi, 2008

Filetes frescos Discriminacion entre los tiempos de Korel  Luzuriaga
de Tilapia almacenamiento de los filetes en e-Nose 4000: 12 CPs DFA Balablan 2001 ga, Yy
P diferentes tratamientos. '
Carne  molida Deteccion de enranciamiento FOX 3000: 12 MOS QLSR Mcelyea K, et al.,
de res 2003
Natale, Olafsdottir
. Monitoreo de la calidad poscosecha Einarsson, Martinelli ,
Naranja de naranjas TMSR PCAPLS Paolesse, y D'amico,
2001
Anédlisis de cambios aroma y PCA,
" : . . - ANOVA-
evaluacion de la calidad sensorial La nariz electronica .
- Regresiones  de Vestergaard, Martens,
Carne durante el almacenamiento de un MGD-1 -  Sensores e -
minimos y Turkki, 2007
producto de carne envasado en MOS

atmosfera

cuadrados
parciales (PLSR)

Nota: Siglas: PCA: analisis de componentes principales, DFA: Andlisis de funcién discriminante. PLS: minimos
cuadrados parciales, SVM: maquinas de soporte vectorial, PLSDA: analisis discriminante — minimos cuadrados
parciales, MOS: sensores de 6xidos metélicos, TMSR: sensores resonadores de cuarzo, MRL: regresion mdltiple
lineal, SVR: técnica de regresion de soporte vectorial. (Maldonado, 2017).
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Tabla 10. Aplicacion de la Nariz Electronica en la investigacion de la vida uatil de

alimentos.
Sisterna de Algoritmo de
Muestra Objeto de la Investigacion Deteccion Procesamiento Referencia
de Datos
Discriminacién de la madurez, anélisis de  Agilent 7890A GC - PCA, Analisis
componentes aromaticos y antioxidantes de  5975C MS equipado de Cluster
Cultivos de los aceites de cascara de Shiikuwasha con un Gerstel  Jerarquico Asikin, Maeda, Tamaki,
Fruta (Citrus depressa Hayata) provenientes de Chemsensor (Gerstel, (HCA). Mizu, Oku, y Wada, 2015
las lineas de cultivo por medio de nariz Miilheim, Alemania) Analisis de
electrénica y Pirouette Varianza-Fisher
Ap!;_cdaugn de una narl_z_glectromca para la 8 sensores del tipo Correa H., Barreiro E, Ruiz
Manzanas medida de aromas emitidos por manzanas Microbalanzas de PCA A, Lopez F, Graell, y
cv  fuji  conservadas con diferentes - ' - ' !
P Cristal de Cuarzo. Echevarria, 2004
tecnologias
Caracterizacion del aroma de dos lotes de
Slbaricoques albaricoques en diferentes etapas de Defilippi, San Juan, Valedés,
Castlebr(iqte madurez  por (GC-MS), el andlisis 6 MOS ANOVA, PCA Moya-Leon, Infante, vy
electrénico de nariz (e-nose) y un panel Campos-Vargas, 2009
sensorial.
Aceite de . o . . .
Oliva Diferenciacion ,‘]’f los a‘?g"e,s .fe olivasegin g 155 PCA Haddi, et al.,, 2013
Marroqui si origen geografico y vida util.
Tomate Control d_e la vida atil durante el PEN 2: 10 MOS PCA. LDA Hemandez-’Gomez., Wang,
almacenamiento. Hu, y Garcia-Pereira, 2008
Fox 4000 (3 camaras
Miel DllferenC|a,C|(.Jn en los cultivos de acuerdo al  de sensores de_OX|do PCA, ANN Huang, Liu, Zhang, y Wu,
origen botéanico metélico  equipadas 2015
con 18 sensores)
Panel sensorial
mediante prueba
Seguimiento de la produccion del aroma del NE Airsense de . Kruskal
s . wallis  (DMS).
yogurt durante la fermentacion acido lactica analytics PEN3 con o
Yogurt - . s - Anédlisis de Novoa Castro, 2012
mediante nariz electrénica y 10 sensores de oOxido varianza
Evaluacion sensorial metalico (MOS) . y
analisis
multivariado
PCA.
Prediccion de indices de calidad del platano Sanaeifar Mohtasebi
. tales como sdlidos solubles totales (TSS), MLR, SVR, - - !
Platano - - - 6 sensores MQ Ghasemi-Varnamkhasti, vy
acidez titulable (TA), pH y firmeza en PLS .
- R Ahmadi, 2015
diferentes etapas de vida Util.
Monitorizacion de la frescura de los frutos ;li-?emé\/sa:lnuea:tlilé)r): Ialfm?roésﬁtﬁli{
Pifia minimamente procesados (rodajas de pifia PEN 2:10 MOS PCA, CA . -
- pineapple by wusing an
envasadas) durante el almacenamiento. .
electronic nose, 2010
. . . PCA, LDA, .
Huevo I\_/Iomtoreo de los atrl_butos de calidad y el 8 MOS BPNN GANN. Yongwei, Wang , Zhou, y
tiempo de almacenamiento. QPSR Lu, 2009
Té verde Discriminacion del grado de diferentes t¢ PEN2: 5sensores tipo PCA, LDA Yu, Wang, Zhang, Yu, y

durante su almacenamiento.

TI

Yao, 2008

Nota: Maldonado, 2017
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Tabla 11. Aplicacion de la Nariz Electronica en la evaluacion de la calidad y adulteracion

de alimentos.
Muestra Objeto de la Investigacion Slstemg’de Algo_rltmo de Referencia
deteccion Procesamiento de Datos
Blasioli,  Biondi,
Tallode lavig ~ Control de la calidad en los b 5.4 v0g PCA, LDA Braschi .
cultivos de uvas. Mazzucchi, Bazzi,
y Gessa, 2010
Estado del arte de futuras QCM, MOsS,
. Sensores de  gas
M tendencias para la - Burlachenko ,
uestras evaluacion y analisis de la semiconductores  a Kruglenko
diferentes  de : y an base de peliculas PCA, ANN g '
. calidad de los alimentos con . - Snopok, y Persaud,
alimentos R, - inorganicas SnO,,
la utilizacion de Narices 2016
electronicas Ir_120, ZnO. Sensores
' virtuales.
Usos de la nariz electrdnica
Productos y las nuevas tecnologias
; . utilizadas en el campo
2%:?;')?%”03 agricola, particularmente en  Multiples sensores PCA, ANN entre otros ;:Iorr;gge Costa, et
lActeos Y el control de la calidad
' poscosecha y clasificacion
de los cultivos.
Caracterizacion el cambio
de aroma de cervezas Ghasemi-

Cerveza alcoholicas y no alcohdlicas 5 MOS PCA, LDA, PNN, RBF Varnamkhasti, vy
durante el proceso de otros, 2011
envejecimiento.

Usos y aplicaciones de la . .

Ip_:scchaeclio carr][g, nariz electrénica en la E-nose. Sensores PCA, Il\_/loaurﬁc" Scr?;sg:?(:h;

café, vino ca_lldad de diferentes MOS,QMB,MEMS LDA,PLS,FDA,CA,PNN Bosco, 2014
alimentos

Frutas (mora, Deteccion de pesticidas en L\gr?gc;?es%ee gi thz:llzaron

uchuva, fresa)  frutas utilizando o 9 PCA, ANN Y

oxido metalico, Duran, 216
Fruta e e R‘fid" ..
(mango, jaca Clasificacion, identificacion MOS. Sensores PCA Ciptohadijoyo,
dur?ar;)J y diferenciacion de la fruta. tipoTGS Litananda, Rivai, y
y Purnomo, 2016
Investigar la idoneidad de
los métodos sensoriales y
nariz  electrénica  para

Polietileno en evaluar las propiedades de Win Muster Airsens
transferencia de aroma de Analytic Inc., Prueba triangular, PCA, . .

contacto  con - ‘s - o Torri 'y Piochi,

. los materiales plasticos que Schwerim, ANOVA, Fisher's LSD test.
alimentos (pan | 2016
_ cebolla) en_tran en contacto con los Germany con 10 PLS
' alimentos. Se compararon MOS.
cuatro bolsas comerciales de
congelador (polietileno) para
uso doméstico.
estandarizacion y validacion
Miel olen del método de anélisis del NE Airsense Zuluaga. Diaz
0 (")Ieop perfil aromético para la Analytics GmbH DMS Quicagaln 2011‘ y
prop ' diferenciacion de PEN3: 10 MOS !

productos apicolas.

Fuente: (Maldonado O, 2017)
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Tabla 11. Continuacién.
Muestra Objet_o de_ [a Slstemglde Algo_rltmo de Referencia
Investigacion deteccion Procesamiento de Datos
PCA, prueba N0 ~arvaial
Evaluacion de la calidad de paramétrica de Friedman Cucai{a'
Mora la mora por NE y panel PEN3: 10 MOS prueba de comparaciones Zulua a{
sensorial. maltiples de  Tukey- uaga, 5 2y
Kramer Quicazan, 201
Tomate de Duran-Acevedo,
arbol Determinacién del indice Gualdron-
(Cyphomandra de madurez v su calidad 16 sensores MOS PCA, PNN Guerrero, y
Betacea y ' Hernandez-
Sendt) Ordofiez, 2014
Prediccion de la calidad
andlisis de la unidad de NE. Agrinos. 8
formacion de colonias sensores: 7
(CFU), el contenido de semiconductores de
Semilla de ergoesterol (ERG), la 6xido metalico PCA_" Analisis .(,je Gancarz, et al.,,
. . . . Varianza y Correlacion
Colza espectroscopia  infrarroja  (MOS) tipo TGS y . 2017
. - Simple. Sensogramas
por transformacion de 1 Micro Electro
Fourier (FT-IR) y los Mechanical Systems
compuestos organicos (MEMS)
volatiles (COV)
Autenticacién de tomate EAE(')\ISZ E-nose: 10
Jugo de cherry fresco Jugos E-tonyue' Hon Wan
Tomate adulterados con diferentes gue- . .. PCA, ANN gy g
. . a-Astree (7 liquid 2014
Cherry Niveles de jugos de tomate i,
demasiado maduros crosssensitive
electrodes).
. Discriminacion  de la Ongo, et al,
Café calidad del aroma. 6 MOS PCA 2012
Discriminacion y E-nose:  PN2: 10
Jugo de caracterizacion de la MOS . PCA, PLSR, LDA. RF Qiu, Wang, y
Fresa calidad y E-tongue: o- Gao, 2014
) Astree, Alpha MOS
Café (coffea
arabica) L
Evaluacion del grado de
tostgdo Y adulteracion 16 sensores MOS HCA, PCA Pabon Mora,
molido  con Control de calidad 2016
Habas (vicia '
faba)

Nota: PCA: andlisis de componentes principales, LDA: anélisis de discriminacién lineal, PLS: minimo
cuadrados parciales, FDA: andlisis de discriminacion funcional, CA: analisis de conglomerados, ANN:
I6gica borrosa o red neuronal artificial, PNN: neuronas probabilisticas. BPNN. red neural BP, QPSR:
regresion cuadratica de pasos polinomiales, GANN: combinacion de un algoritmo genético y la red neural
de BP. (Maldonado, 2017)
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Capitulo 3

Objetivos
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Objetivo General

Evaluar un Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccion de

plaguicidas organoclorados (POC's) en frutas frescas.

Objetivos Especificos

. Determinar las caracteristicas fisico-quimicas de las frutas frescas objeto estudio.

. Evaluar las concentraciones de pesticidas organoclorados en las frutas objeto de
estudio por cromatografia de gases

. Determinar el nivel de deteccion de pesticidas organoclorados por sistema

multisensorial en frutas frescas
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Capitulo 4

Materiales y Métodos
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En este capitulo se describen los materiales, instrumentacion, programas, metodos,
actividades y sistemas electronicos que se llevaron a cabo para el desarrollo de los
objetivos planteados. EI contenido que se desarrolla a continuacion explica las
condiciones experimentales y los procedimientos de optimizacion llevados a cabo con
cada una de las técnicas utilizadas en la presente investigacion. El estudio se realizo en la
Universidad de Pamplona ubicada en el km 1 via Bucaramanga Barrio ElI Buque de la

ciudad de Pamplona en el departamento de Norte de Santander (Colombia).

Materia Prima

Las frutas frescas utilizadas para el estudio fueron uchuva (Physalis peruviana),
fresa (Fragaria Camarrosa sp) y mora (Rubus glaucus sp), adquiridas en el mercado
principal de la ciudad de Pamplona (Norte de Santander) tomadas en forma aleatoria
durante diferentes dias. Las cuales tienen caracteristicas de exportacién y mayor consumo

en la poblacion.

Caracterizacion de la Materia Prima.

Se realizd la seleccion y clasificacion de las frutas utilizando como referencia el
grado de madurez comercial teniendo en cuenta el pardmetro de color (ICONTEC, 1999).
Posteriormente se llevd a cabo la evaluacion de las caracteristicas fisicas (area
superficial, color y firmeza) y quimicas (humedad, solidos solubles, pH, acidez titulable)
de la materia prima por triplicado para cada muestra bajo los métodos definidos en la
AOAC para analisis de alimentos, los cuales son descritos a continuacion:

Anélisis Fisicos.

e Peso: Se tuvo en cuenta el peso de las frutas, utilizando una balanza analitica
electronica HIPREX - S marca LEXUS, (Maximo 205 gramos, sensibilidad *
0.00001).

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 65
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

Area Superficial: Se tom6 la medida del espesor, largo y ancho de cada uno de los

frutos con un pie de rey o calibrador (Mitutoyo, made in China), calculando el
area geométrica de las frutas. El resultado se expresé en milimetros (mm).

Evaluacién Instrumental del color: Se midio el color a 3 muestras de cada fruto

empleando el Espectrofotometro de esfera (X-RITE, serie sp60 software X-
RiteColor®.) con un espacio de color CIE L*a*b* el cual emplea las coordenadas
tricromaticas L* (luminosidad: 0, negro; 100, blanco), a* (indice rojo-verde) y b*
(indice de amarillo-azul) segun Honikel (1998). Los resultados se expresaron
utilizando el sistema de coordenadas L*, a*, b* (McLaren, 1980). Con un
observador de 10° e iluminante D65. Las muestras fueron analizadas por
triplicado iniciando la medida con la calibracion del equipo, se dio la opcién de
analisis; seguidamente se tomo el fruto colocandolo en la parte esférica del equipo
y marcando lectura en cuatro zonas ecuatorial por cada muestra, (Trujillo,
Arroqui, y Viserda, 2005)

Firmeza: se utilizo la técnica de penetrometria, empleando un penetro metro
(Wagner-modelo FT 10), para lo cual se tomaron las frutas por la parte superior,
realizando un pequefio corte y de esta manera se introdujo el penetrémetro
tomando la lectura obtenida en kg —f. EI penetrometro consta de un piston que se
acopla a un muelle graduado, el cual estad conectado a una escala graduada. Se
utiliza un piston de 11,3 mm de diametro para los frutos frescos, (Caballero,
Ortiz, Maldonado y Rivera, 2011).

Analisis Quimicos.

Porcentaje de Humedad: se determind con una balanza de humedad (“OHAUS

MB-45"), para lo cual se tom6 una muestra de 1 gramo de cada fruta fresca a
temperatura ambiente durante un tiempo de 45 minutos a presion atmosférica
teniendo en cuenta el porcentaje de humedad trascurrido el tiempo. Se expresé

como el porcentaje del peso perdido.
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e pH: Este pardmetro se determind a partir de una mezcla en relacion 1:1 de agua
destilada y materia prima (fruta a evaluar). La medida se tomo segun lo descrito
por la Norma AOAC (1994).

e SOlidos Solubles: Este parametro se midid con un refractdmetro digital ABBE
ATAGO 89553 de Zeiss calibrado a 20°C. La medida se tomo segun lo descrito

por la Norma A.O.A.C. (1994), comparando los resultados obtenidos de sélidos

solubles con los de las NTC correspondiente a cada fruta. Los resultados se
expresaron en grados Brix (°Bx) segun lo estipula la Norma.

e Acidez Titulable: Esta medida se realizé segin el método descrito en la Norma

AOAC (1994). Se compararon los resultados obtenidos de acidez titulable de cada

fruta con las NTC correspondientes.

Analisis de Resultados.

Se utiliz6 un disefio experimental factorial 3 x 2 donde el primer factor correspondid
a las frutas objeto estudio y el segundo a los dos estados de madurez evaluados, con tres
repeticiones, para un total de 18 unidades experimentales, cada una compuesta por 10
frutos. Con los datos obtenidos se efectuaron andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar la presencia de diferencias estadisticas significativas entre los estados de
madurez, utilizando la prueba de comparacion de Tukey y DMS (P < 0.05). Los analisis

se realizaron con el programa estadistico SPSS version 22.0 ®, debidamente licenciado.

Anélisis Cromatografico.

La extraccion de los residuos de plaguicidas organoclorados en las muestras se
realizo utilizando el método QUEChERS. Empleando como material de referencia la
mezcla certificada de plaguicidas organclorados Part. N° M-8081-SC (AccuStandard,
Inc., 125 Market Street, New Haven, CT 06513). El analisis cromatografico se realiz6 en
un cromatografo de gases (GC) HP 6890 Series PLUS (Hewlett-Packard, Palo Alto,
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California, EE.UU.), dotado con un detector de captura electronica (ECD). La columna
empleada en el analisis fue DB-5 {5%-fenil-polo (metilsiloxano), 30 m x 0.25 mm x 0.25
pum}. La inyeccion se realizé en modo Splitless (Viny = 1 pL). Para evaluar la sensibilidad
del método se determinaran los limites de deteccién y cuantificacion de cada uno de los
plaguicidas. Los pesticidas analizados en la muestras de frutas fueron Aldrin, Endrin
Aldehido, Beta -BHC, Delta - BHC, Gama - BHC, Heptacloro, Heptacloro epoxido,
Endosulfan I, Endosulfan II, 4, 4 — DDE.

Meétodo de Extraccidén y Determinacion de pesticidas en frutas por el método
QUEChERS

El método QUEChERS es un sistema de extraccion en fase sélida dispersiva (dSPE)

que implica dos etapas fundamentales, una primera etapa de extraccion simple seguida de
una fase de limpieza del extracto mediante extraccion en fase solida por dispersion.
Para el analisis de pesticidas en las frutas mora, uchuva y fresa, se realizé el siguiente
procedimiento para cada una. Las muestras control se enriquecieron con 500 pL de
solucion de pesticidas Organoclorados de 1 pg/ml. Se realizd una preparacion de la
solucién stock 5 uL de MCR OCP y se aforé a 5 ml en n-hexano P3/MRC-OCP25/L-
02/0CP 129
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Figura 7. Esquema del Procedimiento QUEChERS. (Maldonado, 2017)
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Andlisis con la Nariz Electronica.
Preparacion de las muestras.

Se prepararon las soluciones patron de los pesticidas organoclorados utilizando los
solventes que se describen en la tabla 12, se doparon las muestras que anteriormente
habian sido evaluadas fisicoquimicamente y en los dos estados de madurez comercial
(uchuva, mora y fresa) con los POC’s (Aldrin, Beta -BHC, Delta - BHC, Gama - BHC,
Endosulfan 1, Endosulfan 1l, 4, 4 - DDE) en tres concentraciones diferentes (0,5 ppm,
0,7ppm y 1ppm) para un total de 255 muestras incluyendo las muestras control.

N= (3F x 3C x 7TMPOC x 2EM) * 2+ 3MC
N= 255

Donde: N = NUmero de muestras a analizar; F = Frutas; C = Concentraciones; POC =
Mezcla de patrones de pesticidas Organoclorados, EM = Estado de Madurez y MC=

Muestra control.

Tabla 12. Solventes utilizados para la preparacion de Pesticidas.

Pesticida Solvente
Endosulfan | y II Acetona
Endrin Aldehydo Metanol

Delta-BHC Metanol
Beta- BHC Acetona
Gamma- BHC Metanol
Heptacloro Metanol
4,4 - DDE Metanol
Aldrin Acetona

Nota: Maldonado, 2017

En la siguiente figura se describe el procedimiento que se llevd a cabo para la

preparacion de las muestras que se analizaron con la Nariz Electrénica.
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Figura 8. Esquema del Procedimiento de preparacion de muestras. (Maldonado, 2017)
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Toma de muestras con la E-nose 2.0.

Para el analisis de las muestras preparadas, se utilizd el prototipo de Nariz
Electronica disefiado por investigadores del Programa de Ingenieria Electronica de la
Universidad de Pamplona denominado E-nose 2.0 para llevar a cabo las pruebas con las

diferentes muestras objeto estudio en el estado de madurez comercial.

Con cada una de las soluciones preparadas se entrend el sistema multisensorial con
el fin de captar y registrar las sefiales y patrones correspondientes a cada compuesto
quimico, los cuales posteriormente fueron registrados y evaluados. Inicialmente se midio
la concentracion de pesticida en las muestras control y posteriormente se evalu6 cada una

de las matrices contaminadas con los pesticidas relacionados en la tabla 13.

Para llevar a cabo el entrenamiento del sistema Multisensorial se tuvo en cuenta el
tiempo de reposo entre cada concentracion (0,5 ppm; 0,7 ppm y 1 ppm), el cual fue de 30
minutos, con el fin de disipar los olores entre los pesticidas. De igual manera, se tuvo en

cuenta la clase de sensores y sus caracteristicas.
En la figura 7 se muestran las especificaciones de operacion del equipo electronico

de reconocimiento de patrones y el procedimiento de funcionamiento de la Nariz

electronica.
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Tabla 13. Tipos de sensores utilizados en E-nose 2.0

Referencia del o Rango_(,je
S Uso Especifico Deteccidn Imagen de los Sensores
ensor
(Ppm)
TGS-821 Hidrogeno 30 - 1000
y combustibles
TGS-813 Gases combustibles 10 - 1000
TGS-832 CFC 10 - 1000
TGS-825 Sulfato de Hidrégeno 5-100
Olores de la comida, Gases
TGS-880 volatiles, vapor de agua en 10 - 1000
alimentos
TGS-822 Vapores organicos, alcohol, 50- 5000
toluene, xileno
TGS-800 Contaminantes del aire 1-30

Nota: Maldonado, 2017.
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Figura 9. Procedimiento Adquisicion de datos con la E-nose 2.0. (Maldonado, 2017)
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Procesamiento de Datos en E-nose2.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) con el fin de determinar si
existia o no diferenciacion entre las muestras evaluadas y establecer asi aquellos sensores

con capacidad de reconocer las sefiales electroquimicas de las clases de gases detectados.

Para obtener datos confiables se tuvo en cuenta la informacion clara y precisa de los
sensores, ya que se buscO determinar un analisis cualitativo (presencia o ausencia de
plaguicidas). Para ello, primero se cargaron los datos al software (Matlab), seguidamente
se eligié un tipo de procesamiento para la informacion (Gmax-Gmin/Gmax), luego se
ejecut6 el modulo de PCA y se cargaron los resultados para su analisis. Posteriormente se
entren0 la nariz con las Maquinas de Soporte Vectorial (SVM) las cuales permitieron
separar de datos no lineales transformando los datos de entrada a un espacio de mayor
dimensién conocido como espacio de caracteristicas en el que si pueden ser separados
mediante un hiperplano. La transformacion se realiz6 mediante unas funciones

denominadas nucleos o kernels.
Andlisis Estadistico.

Se utiliz6 un disefio experimental multifactorial. La correlacion de los analisis fisico-
quimicos, el perfil cromatografico y el entrenamiento, medicién y validacién de los datos

con Nariz Electronica se realizd a través de anélisis estadistico multivariado utilizando un

andlisis de componentes principales (PCA) y las Maquinas de Soporte Vectorial (SMV).
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Capitulo 5

Resultados y Discusion.
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La primera fase del proyecto, el analisis fisico-quimicos de las frutas objeto estudio
se efectud con el fin de garantizar que los sensores pudieran reaccionar ante los volatiles
emitidos por cada matriz en dos estados de madurez diferente y posteriormente entrenarla
con la Nariz electronica E-nose 2.0 construida por el Msc. Jesus Ortiz del Programa de
Ingenieria Electronica de la Universidad de Pamplona, la cual tuvo como referencia la
Nariz Electronica B-nose con la que cuenta el Grupo de Investigacion de Sistemas
Multisensoriales (GISM) de la misma Institucion la cual estd compuesta por 16 sensores
y entrenada previamente con las frutas de fresa, mora y uchuva contaminadas con un

pesticida Pirestar 38 EC, en concentraciones de 3, 4 y 5 ppm respectivamente.

Caracterizacién Fisico-Quimica de la Materia Prima.

La region de Pamplona cuenta con una temperatura promedio de 18,5 °C y una
humedad relativa de 75%., las frutas seleccionadas al azar se adquirieron especificamente
en el centro de acopio del mercado local. Se escogieron predominantemente frutas con
grado de madurez 4, 5 y 6 de acuerdo con lo establecido en la norma ICONTEC
correspondiente a cada fruta como se muestra en la tabla 14, donde se corrobora que los

estados de madurez seleccionados son los establecidos para comercializar y consumir.

Tabla 14. Estado de Madurez de las frutas objeto estudio.

Estado de Norma

Fruta Descripcion
Madurez P Icontec

5 El color rojo intenso aumenta y empieza a cubrir
Fresa la zona del céliz 4103
el color rojo intenso cubre todo el fruto

Verde amarillo 4850

Uchuva

Fruto con mitad de area roja y mitad morada
Fruto morado Oscuro

6
4
5 Amarillo intenso
5
6

Mora 4106

Nota: Maldonado, 2017
A continuacion se mostraran los resultados fisicoquimicos por fruta evaluada.
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FRESA (Fragaria camarrosa sp)

Figura 10. Muestra de Fresa analizada. (Maldonado, 2017)

Los principales aspectos que se tuvieron en cuenta para determinar la calidad de la
fresa fueron: apariencia, firmeza, grado de madurez, brillo, color, ausencia de dafios en
los frutos, peso, diametro, grados Brix y pH, los cuales coinciden con los exigidos por la
norma y criterios de varios autores, (Casierra-Posada etal., 2011; Martinez et al., 2008;
Mitcham, 1996; NTC 4103, 1997). Los resultados de la evaluacion y analisis de las

muestras de fruta objeto estudio se evidencian a continuacion:

En la figura 11 se presenta la distribucion promediada del color (Luminosidad (L),
tonos rojos (a*), tonos amarillos (b*)), por grado de madurez de las fresas examinadas.
Se observa que la luminosidad de la fruta varié obteniéndose 47,48 y 43,0 para el grado
de madurez 5 y 6 respectivamente.

En la intensidad del color rojo (a) no hubo diferencia estadisticamente significativa,
es decir, los dos estados de madurez (22,77 y 22,81) presentaron valores cercanos.
Respecto a la intensidad de tonos verdes-amarillos, hubo diferencias estadisticas

significativas entre los dos estados de madurez (19,48 — 28,06).
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Figura 11. Diagrama de Cajas y Bigotes de a, b, L con respecto al Estado de Madurez de la fresa.
(Maldonado, 2017)

Estos valores son similares a los obtenidos por Martinez —Soto et al., (2008) en la
comparacion de algunas propiedades fisicoquimicas de seis variedades de fresa (Fragaria
ananassa) donde la variedad Festival IM comprende tonalidades de a y b con valores
cercanos a los obtenidos en la presente investigacion. De igual manera, la variabilidad en
las tonalidades de la piel de la fresa observada en los 2 estados de madurez analizados se
puede deber al cambio que presenta la fruta conforme va madurando y el cual esta
influenciado por diferentes factores como el contenido de antiocianinas, componentes
responsables del color rojo de la fresa y funcionan como indicadores naturales de la

maduracion de la misma generando variabilidad en las tonalidades y pigmentos del fruto.
Entre otros factores importantes se incluye las condiciones del pH &cido de la fresa,

tasa de respiracion, clima, el manejo poscosecha, solidos totales, entre otros; que influyen

en los pigmentos (matiz o tono) de la fresa; lo que explicaria que el indice de madurez se
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basa en el color rojo de la superficie de la fruta, los puntos negros y porosidad que la

misma presente, (Alcantara-Gonzalez, 2009; Cordenunsi et al., 2005;Thomson, 1996).

La figura 12 muestra las propiedades fisicas de las muestras de fresa. Existe
diferencia estadistica significativa en el didmetro geométrico de las frutas con estado de
madurez 5 y 6 donde se evidencia que el ancho y el espesor varia con valores que oscilan
entre 6.36 - 4.16 cm y 5.1 — 3.26 cm respectivamente. Sin embargo, en el largo no se

observa diferencia significativa.

[} Largo
5 = Ancho

[l Espesor
7
| '
=

Figura 12. Diagrama de Cajas y Bigotes del largo, ancho y espesor con respecto al Estado de Madurez de
la Fresa. (Maldonado, 2017)

Estado_madurez

La diferencia de tamafio puede deberse a la variabilidad en el cultivo, a factores
extrinsecos (calidad de la luz, del suelo, de la atmésfera, temperatura, humedad relativa,
entre otros) y/o intrinsecos (pH, actividad de agua, nutrientes, agentes antimicrobianos,
entre otros) que afectan de una u otra manera el crecimiento del fruto. Varios estudios
han demostrado que al someter a la planta a una mayor radiacion de longitud de onda

mejorando la eficacia fotosintética del vegetal, su comportamiento y la orientacion de la
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produccién del fruto, se podria obtener un mayor rendimiento y tamafio en el cultivo de la
fresa, (Casierra-Posada y Rojas, 2009; Rajapakse y Shahak, 2007).

Por otra parte, se han reportado estudios que evidencian que la utilizacion de
acolchados plasticos de diferentes colores (preferiblemente polietileno el negro) influyen
en la calidad y rendimiento del cultivo de fresa, (Wang, Galletta, y Camp, 1998).
Asimismo, Casierra-Posada et al., (2011) evaluaron los efectos de la calidad de luz sobre
la calidad de fresa (Fragaria sp cv. Chandler) con cinco filtros de polipropileno de
colores diferentes (rojo, amarillo, azul, verde, y transparente), con plantas sin cobertura
como control, concluyendo que la cobertura verde influenciaba en el crecimiento del
fruto, la amarilla en el peso fresco y la roja tenia buenos resultados en la longitud y ancho

de la fresa.

De la figura 13 se infiere que no existe diferencia estadisticamente significativa entre
humedad, peso y grados Brix de los estados de madurez de los frutos objeto estudio. Los
valores encontrados fueron: 92.41 y 92.59 para humedad; 21.6 y 20.92 para pesoy 7.5 —
7.76 para solidos solubles, los cuales se encuentran dentro de los rangos establecidos por
la norma (7.4 a 8.1 para madurez 5y 7.9 a 8.5 para madurez 6). Estos datos coinciden
con los obtenidos por Martinez-Soto et al., (2008) donde no hubo diferencias estadisticas
significativas entre las variedades Sweet Charlyl, Camino Real y Albidon en el peso, sin
embargo, respecto al contenido de sélidos solubles (°Bx), existieron diferencias
estadisticas significativas entre todas la variedades analizadas a un nivel de confianza del
95 %.
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Figura 13. Diagrama de Cajas y Bigotes del Peso, Humedad y grados Brix con respecto al Estado de
Madurez de la Fresa. (Maldonado, 2017)

En el caso de la acidez y el pH no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas. (Figura 11).
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Figura 14. Diagrama de Cajas y Bigotes del pH y la acidez con respecto al Estado de Madurez de la Fresa.
(Maldonado, 2017)
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De igual manera, en el parametro de firmeza no hubo diferencia significativa entre

los dos estados de madurez (2.40 a 2.50 N respectivamente).

MORA DE CASTILLA (Rubus glaucos sp)

Figura 15. Muestra de mora utilizada para el analisis. (Maldonado, 2017).

En la figura 16 se observa que existen diferencias estadisticas significativas en los
parametros de L, a y b entre los dos estados de madurez de la mora. Esto se debe a que
los antocianos y carotenoides van aumentando conforme el fruto se va desarrollando
(Ayala S., 2013). El estado de madurez 5 presenta color rojo intenso con drupillas de

color morado y el 6, presenta una coloracion de morado intenso (NTC 4106, 1997).
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Figura 16. Diagrama de Cajas y Bigotes de a, b, L con respecto al Estado de Madurez de la Mora.
(Maldonado, 2017)
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En la figura 17, el andlisis de varianza establecié que no existen diferencias
significativas entre las medias de la longitud, el ancho y el espesor para los dos grados de

madurez analizados.
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Figura 17. Diagrama de Cajas y Bigotes de largo, ancho y espesor con respecto al Estado de Madurez de la
Mora. (Maldonado, 2017)

El peso presento diferencias estadisticamente significativas (Tabla 15), observandose
un comportamiento descendente entre el estado de madurez 5y 6 de 7.65 a 7.58 gramos
respectivamente. Lo anterior se puede deber a la importancia que tiene las condiciones de
recoleccion, transvase, empaque, acopio Y transporte del fruto, ya que estas pueden influir
en que la mora cosechada no alcance a experimentar los cambios estructurales en la
protopectina generando ablandamiento de los tejidos, liberacién de agua y otros

compuestos al medio ocasionando la reduccién en el peso.

Respecto del contenido de SST y de humedad, el anélisis de varianza establecié que

no se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los dos estados de madurez,
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obteniendo valores promediados correspondientes a 6.4 - 6.67 para brix y 82.85 -83.56

para humedad.

Tabla 15. Andlisis de varianza (ANOVA) del peso, la humedad y °Brix de los dos estados
de madurez de la Mora.

Suma de Meqia} = p-Valor
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3,082 1 3,082
Peso Dentro de grupos 1,582 4 ,395 7,793 ,049
Total 4,663 5
Entre grupos ,749 1 ,749
Humedad Dentro de grupos 12,453 4 3,113 241 ,649
Total 13,202 5
Entre grupos ,107 1 ,107
Brix Dentro de grupos 1,427 4 ,357 ,299 ,614
Total 1,533 5

Nota: p<0,05 indica diferencia significativa. (Maldonado, 2017)

En términos generales el contenido de humedad de los frutos presentd un
comportamiento con tendencia ascendente atribuible al cumplimiento del ciclo bioldgico
de los frutos en las fases de crecimiento y maduracion, asi como la respiracion (Alvarez
et al., 2009). El Analisis de varianza demostr6 que no existe una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,649) entre medias de la humedad para los estados de

madurez evaluados, resultados que se asemejan a los obtenidos por Ayala et al., 2013.

Respecto al contenido de solidos solubles totales, se presentd un incremento
directamente proporcional al grado de madurez. Conducta atribuible a la conversién de
acidos organicos en azucares (Rincon et al., 2012) o a la reserva de carbohidratos de la
planta por baja capacidad fotosintética del fruto (Ayala-Sanchez et al., 2012). Los valores
obtenidos para la variable de SS difieren de los reportados en la norma NTC 4106 (7.2-
7.7 para GM 5 y 7.9-8.5 para GM6) pero son similares a los obtenidos por Alzate-

Quintero et al., 2010, quienes encontraron en frutos de mora de dos zonas del

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 85
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

departamento de Caldas evaluadas, que el contenido promedio de °Brix obtenido era de

6.948 y 6.432 respectivamente.

Lo anterior se puede deber a la condicidn de respiracion del fruto que lo clasifica
como no climatérico; caracteristica que incide en el contenido de solidos solubles, la
sintesis de azUcares y otros compuestos se ve afectada durante el desarrollo y maduracion
del fruto, aun cuando se presentan cambios en la coloracién. Otros factores que se deben
tener en cuenta son la variedad del fruto, al rendimiento asimilatorio de las hojas, de la
relacion hoja/fruto, de las condiciones climaticas durante el desarrollo del mismo y de las
condiciones de almacenamiento que éste haya tenido, (Ayala, 2013). Asimismo, la
correlacion positiva entre el estado de madurez y el aumento de los SST se atribuye a la
conversion de &cidos organicos en azucares o la traslocacién de carbohidratos de reserva

a sacaridos simples atendiendo a la baja capacidad fotosintética del fruto (Llacer, 2008).

En la tabla 16 se presenta el analisis de varianza el cual muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el pH y la acidez en los estados de madurez 5y 6 de

la mora.

Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) del pH y la acidez de los dos estados de
madurez de la Mora.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética 3 prYElen
Entre grupos 3,286 1 3,286
pH Dentro de grupos ,076 4 ,019 172,623 ,000
Total 3,362 5
Entre grupos 62,727 1 62,727
Acidez Dentro de grupos 4,487 4 1,122 55,923 ,002
Total 67,213 5

Nota: p<0,05 indica diferencia significativa. (Maldonado, 2017)

Estos resultados son similares a los obtenidos por Ayala et al., 2013, Alzate-

Quintero et al., 2010 y Bernal-Roa et al., 2014; quienes encontraron diferencias
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significativas en el pH y disminucion del porcentaje de acidez de diferentes estados de
madurez de la mora de castilla. Segun Jaramillo et al., (2000), el pH y los s6lidos solubles
de los materiales se incrementan al final de la etapa de maduracion, mientras que el
porcentaje de acidez disminuye. Montalvo, 2009 reporta que este comportamiento
obedece a los cambios bioguimicos naturales que presenta el fruto durante los primeros
estados del proceso de maduracion, donde aumenta la concentracion de acidos organicos
u otros compuestos aportantes de hidrogeniones productos de la actividad de enzimas
especificas que promueven la acumulacién de sacarosa y glucosa durante el llenado de
frutos, haciendo que el pH aumente y la concentracion de acidos disminuya durante las

Ultimas fases de maduracion.

De la misma manera, Rodriguez et al., (2010), concluyen que el comportamiento
variable de este pardmetro en los grados de madurez finales (5 y 6) se considera que
puede estar relacionado con el aumento de la tasa respiratoria, el contenido de azucares y
pigmentos, durante la maduracion y senescencia. En el caso de la firmeza, no hubo
diferencias significativas entre los frutos evaluados para los dos estados de madurez,
encontrandose valores promediados entre 7.6 -7.7 N respectivamente, valores similares a
los obtenidos por Pulido (2012).

UCHUVA.

Figura 18. Muestra de mora utilizada para el analisis. (Maldonado, 2017).

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 87
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

En la Figura 19 se observa que el andlisis de varianza establecié que no existen

diferencias estadisticamente significativas en los parametros de color L, a y b.

M =

70 = b
L

50

50

i -

40

30+

20

‘ e
10+

Estado_de_Madurez

Figura 19. Diagrama de Cajas y Bigotes de L, a y b con respecto al Estado de Madurez de la Uchuva.
(Maldonado, 2017).

De la misma manera se puede observar en la figura 20 que no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas en el largo, ancho y espesor de las frutas de
uchuva en los estados de madurez 4 y 5 evaluados. Se obtuvieron valores promediados de
3.0-3.2 mm; 2.6- 2.8 mm y 3.16-3.18 mm respectivamente, resultados similares a los

obtenidos por Caballero et al., 2010.
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Figura 20. Diagrama de Cajas y Bigotes de largo, ancho y espesor con respecto al Estado de Madurez de la
Uchuva. (Maldonado, 2017)

En la tabla 17 se presenta que existen diferencias estadisticamente significativas en
el peso y los grados Brix entre los estados de madurez 5 y 6 de la uchuva. Estos
resultados se asemejan a los obtenidos por Mendoza et al., 2012 en analisis fisicoquimico
de 6 lotes de uchuva, encontrando variabilidad en el peso y en la posicion de la media en
cada lote evaluado con maduracion 4, 5y 6. Asimismo, encontraron un total de sélidos
solubles de 13°Brix que concuerda con el obtenido en esta investigacion que fue de 13.5
y 14.86 para el grado de madurez 5 y 6 respectivamente, al igual que los resultados
reportados por Marin et al., (2010) (14.3° Brix); Marquez et al., (2009) (13,5° Brix) y
Restrepo-Duque et al., (2009) (13.8° Brix) en el analisis de la composicién quimica de la

uchuva en diferentes regiones.
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Tabla 17. Analisis de varianza (ANOVA) del peso, humedad y °Brix de los dos estados
de madurez de la Uchuva.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética o ERE
Entre grupos 714 1 14
Peso Dentro de grupos ,024 4 ,006 117,395 ,000
Total ,738 5
Entre grupos ,228 1 ,228
Humedad Dentro de grupos 4,428 4 1,107 ,206 ,673
Total 4,656 5
Entre grupos 2,667 1 2,667
Brix Dentro de grupos ,153 4 ,038 69,565 ,001
Total 2,820 5

Nota: p<0,05 indica diferencia significativa. (Maldonado, 2017)

De la misma manera, Galvis et al, (2005), reportan que los frutos de uchuva maduros
tienen un contenido entre 13 y 15 °Brix, datos que coinciden con los obtenidos en la
presente investigacion, y destacan los azucares de mayor presencia (sacarosa, glucosa y
fructosa). Asimismo, Herndndez (2001) explica que la medida de °brix se encuentra
asociada con los azlcares disueltos en el jugo celular los cuales aumentan debido al
producto de la hidrolisis del almidon y/o la sintesis de sacarosa, asi como de la oxidacion
de acidos consumidos en la respiracion (desdoblamiento de sustancias de reserva), lo que
soporta la variabilidad de los sélidos solubles a medida que el fruto va madurando.

Galvis et al., (2005) obtuvieron que el peso de los frutos maduros de uchuva oscila
aproximadamente en 5 g y que esta caracteristica debe tenerse en cuenta para el
acondicionamiento del producto durante el periodo de poscosecha, especialmente en las
operaciones de clasificacion. El peso obtenido para el estado de madurez 5y 6 fue de 3.8

y 4.5 respectivamente, clasificandose como calibre E segun la norma NTC 4580 (1999).

En la figura 21 se observa que no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para pH pero para acidez si (p-valor=0.001).
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Figura 21. Diagrama de Cajas y Bigotes de pH y Acidez con respecto al Estado de Madurez de la Uchuva.
(Maldonado, 2017)

Los valores de pH promediados obtenidos para los estados de madurez 5 y 6 fueron
de 3.22 y 3.26 respectivamente, asemejandose a los obtenidos por Mendoza et al., (2012)
quienes concluyen que la acidez sensorial no esté correlacionada directamente con el pH
de un producto elaborado industrialmente y Galvis et al., 2005 establecen que durante la
maduracion del fruto el pH aumenta como consecuencia de la reduccién de los niveles de
acidos organicos; comportamiento propio de los frutos climatéricos, lo que permite

establecer que no haya diferencias entre el estado de madurez 5y 6.

En el caso de la acidez se obtuvieron valores semejantes a los reportados por Kriiger
et al., (2011) quienes reportaron variaciones y una relacion inversa entre la maduracion y
el valor de la acidez titulable en los frutos evaluados. Esto se puede presentar debido a

que a medida que el volumen del fruto aumenta, se disminuye el contenido porcentual de
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la acidez debido al efecto de dilucion (Almanza y Espinosa, 1995); indicando que los
acidos se estan utilizando como substrato de respiracion ya que éstos, en comparacion
con los carbohidratos, contienen por cada &tomo de C y de H, mas atomos de O y asi la
liberacion de CO, es mayor que la toma de O, Por lo anterior, Fischer y Lidders (1997)
concluyeron que las uchuvas después de 20 dias de maduracion, presentan una
disminucion en el contenido de acidos porque los valores picos de acumulaciéon de

almidén y acidos coinciden en el fruto.

Al igual que el color, la firmeza es uno de los atributos que determinan su
aceptacion en el mercado. Los resultados obtenidos mostraron que la uchuva no presento
diferencias estadisticas significativas. A medida que avanza el proceso de maduracién de
la fruta se observa la aparicion de ciertas enzimas, las cuales acttan sobre los compuestos
pépticos al momento de su recoleccion y transporte. Los resultados obtenidos indican que
a pesar de que no se realiza una seleccién y clasificacion de esta fruta su firmeza se

mantiene constante.

En términos generales, la evaluacion fisicoquimica de las tres muestras de fruta
objeto estudio permitié establecer que se presentaron diferencias estadisticamente
significativas comunes en el parametro de luminosidad para fresa y mora; y en el peso y
la acidez para mora y uchuva, esto es normal dado que son frutos diferentes, sin embargo
el parametro de tamafio fue tenido en cuenta en el momento de entrenar la nariz
electronica para evitar posibles variaciones en los resultados. Teniendo en cuenta que los
valores obtenidos en las frutas estudiadas se encuentran dentro de los requisitos de frutos
con madurez comercial y de consumo, se tomo la decision de trabajar con los dos estados
de madurez para el entrenamiento de la nariz electronica y evaluar si este parametro
influye en la deteccion de los plaguicidas. De igual manera es importante resaltar que en
un futuro y segun los resultados del trabajo de investigacion, el equipo sera utilizado por

productores e industriales en frutos con estado de madurez comercial.
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Analisis de Pesticidas Organoclorados en las frutas objeto estudio por

Cromatografia de Gases.

Con el fin de establecer si las frutas frescas objeto estudio tenian o0 no presencia de
plaguicidas y tener la certeza que las frutas solo tengan las concentraciones de pesticidas
agregadas para entrenar la nariz electronica y poder dar confiabilidad a los datos, se llevo
a cabo el anélisis por cromatografia de gases con detector de captura de electrones

obteniéndose los siguientes resultados:

En la figura 22 se infiere que no hubo presencia de pesticidas organoclorados en las
frutas frescas de mora y uchuva, obteniéndose valores <2,5, sin embargo en la fresa, se
encontrd posible presencia de trazas de delta-lindano, heptacloro y aldrin por debajo del
LMRs (0,012 a 0,135mg/Kg). Esto indica que, a pesar que los limites maximos de
residualidad no son sobrepasados, se debe realizar monitoreo y constante seguimiento en
la utilizacion de este tipo de compuestos quimicos que repercuten en la salud del
consumidor y consecuencias graves en el medio ambiente, para el caso de investigacion
el que haya presencia puede que influya positivamente en la deteccion del organoclorado.
Caso similar ocurrié con los resultados obtenidos por Guerrero et al., (2003) quienes no
encontraron residuos que sobrepasaran los limites méximos de residuos (LMRs) en el
95.4% de las muestras evaluadas (cultivos de fresa, repollo, uchuva y tomate de
diferentes departamentos de Colombia), s6lo hallaron dos muestras positivas con residuos

de plaguicidas de clorpirifos en tomate (4,7).
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Figura 22. Diagrama de los analisis cromatogréaficos de las muestras objeto de estudio. (Maldonado, 2017)

UCHUVA
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Asimismo, Montafa-Garcés y Guerrero-Dallos (2001, 2004) analizaron 20 muestras
de fresa tomadas de los municipios de Facatativd, Sibaté y Guasca (departamento de
Cundinamarca) siguiendo un disefio de muestreo aleatorio estratificado, encontrando
residuos principalmente de Captan, en un 70% de las muestras analizadas en un rango de
concentraciones de 0,46 a 2,8 mg/kg. En todos los casos, las concentraciones
determinadas estuvieron por debajo del LMR.

Otros resultados similares fueron los obtenidos por Kofi Bempah et al (2016) donde
los datos revelaron que el 20% de las muestras de frutas y hortalizas estaban por encima
del LMR, el 73% estaban por debajo del LMR y el 7% no contenian niveles detectables
de los plaguicidas controlados, concluyendo que la mayoria de las frutas y hortalizas
contenian residuos de plaguicidas por debajo del residuo maximo aceptado (LMR)
aprobado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion/Organizacién Mundial de la Salud (FAO/OMS) de la Comision del Codex
Alimentarius (CAC).

Asi sucesivamente, se encontraron multiples estudios en todo el mundo de pesticidas
en frutas y vegetales (Farina et al., 2016; Jin Ma et al., 2016; Wu et al., 2017; Barron,
2017; entre otros) que se siguen realizando y que concluyen en la importancia de
continuar con monitoreos y alternativas que permitan controlar el uso indiscriminado de
estos quimicos con el fin de proteger la salud humana y evitar la actividad genotoxica en
el organismo (Pabuena et al., 2015) y por consiguiente residuos en el agua, los suelos y
cultivos (Espafia-amortegui, 2013; Kafilzadeh, 2015; Pérez, 2013; Uzcategui et al.,
2011).

Los resultados indicaron que los niveles de plaguicidas encontrados en los diferentes
estudios no implicaban riesgo para la salud del ser humano; sin embargo, los autores
recomendaron el desarrollo de programas de monitoreo de residuos de plaguicidas con el

objeto de proteger al consumidor.
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Anélisis de Pesticidas Organoclorados con Nariz Electronica.

Después de haber obtenido los resultados fisicoquimicos y cromatograficos de las
frutas objeto estudio, se procedid a entrenar la nariz electronica con las muestras de fresa,
mora Yy uchuva por duplicado en fresco y contaminadas con siete pesticidas
organoclorados (aldrin, endrin, beta, delta y gamma- BHC, Endosulfan 1 y 11 y 4,4 DDE)
por aspersion en tres concentraciones 0,5: 0.7 y 1 ppm; como se explicd en la

metodologia anteriormente.

Sistema Multisensorial (Nariz Electrdnica).

El sistema Multisensorial con el cual se llevd a cabo el andlisis de las muestras
consta de una cdmara de muestreo con una tarjeta PCB donde se encuentra la cdmara de
sensores que funciona con el programa PROTEUS 8 PROFESIONAL, dispositivos que
se encargan de crear una huella distinta para cada volatil y posteriormente realizar el
andlisis de los datos. La matriz de los sensores que compone a la E-Nose2.0 se observan
en la tabla 18.

Los sensores de gases utilizados en el prototipo fueron de tipo semiconductor
(MOS), concretamente de 6xido de estafio los cuales basan su funcionamiento en la
variacion de la resistencia que presenta su capa activa ante diferentes compuestos
volatiles. Igualmente, exhiben un cambio en la resistencia/conductividad eléctrica cuando
se exponen a los compuestos volatiles debido a la adsorcion u oxidacion catalitica de
moléculas gaseosas en la superficie del sensor ocasionando cambios que son registrados
como sefiales electroquimicas correspondientes que generan la respuesta del mismo.
(Burlachenko et al., 2016; Galdron et al., 2015; Ortiz, 2016, entre otros). Estos sensores
cumplen con caracteristica que se asemejan a las establecidas por Rubio et al., 2016 en

su trabajo.
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Tabla 18. Matriz de sensores utilizados en la E-nose 2.0

No. Sensor Referencia del Sensor-Figaro

S1 TGS-800
S2 TGS-813
S3 TGS-821
S4 TGS-832
S5 TGS-822
S6 TGS-825
S7 TGS-880

Fuente: Maldonado, 2017

Otros accesorios importantes (figura 23) con los que cuenta la E-nose 2.0 (Ortiz, 2016)

para su funcionamiento son los que se relacionan a continuacion:

Céamara de Concentracion, donde se capturan los volatiles de la muestra
analizada.

Tarjeta de adquisicion de datos DAQ de National Instruments (Ref. 6009), este
dispositivo cuenta con 14 salidas/entradas digitales y 8 canales simples analogos o
2 diferenciales, ademéas su rango de trabajo es +10V en adquisicién simple o
+20V en adquisicién diferencial, ademas, cuenta con un componentes DAQMX
para Matlab donde facilita el uso de la adquisiciéon de datos o manipulacion de
salidas, pude enviar la sefial por comunicacion Wi-Fi utilizando el protocolo IEEE
802.11b con el Shield de Arduino.

La tarjeta ARDUINO MEGA 2560, que tiene como objetivo controlar las sefiales
de la nariz electronica actuando como interfaz con el computador por medio de la
tarjeta de adquisicion de datos. Al igual, es la encargada de controlar las
electrovalvulas que permitirdn el flujo de aire a través de las camaras de
concentracion y de muestreo, asi como, de realizar el encendido del nebulizador
que funciona como compresor para transportar los volatiles y realizar la limpieza

de los sensores.

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 97
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

e Pantalla tactil a color que tiene como fin permitir ver el proceso, estipular el

tiempo transcurrido y sirve como interfaz hombre maquina entre el usuario y el
sistema multisensorial.
e Un nebulizador, que funcionan a 110V y es el encargado de proporcionar el aire

para la limpieza de los sensores entre el anlisis de cada muestra.

Céamara de

Tarjeta de circuito de Concentracién

sensores Sensor de H

Nebulizador

I ' “’;il
LIESERESESES

Tarjeta
DAQ de National ARDUINO
Instruments MEGA 2560

Céamara de
Sensores

Pantalla
tactil a color

Figura 23. Partes de la Nariz Electronica E-nose 2.0. (Maldonado O., 2017)

Entrenamiento de la Nariz Electrénica.

Para iniciar el reconocimiento de volatiles con la nariz electrdnica, se realizd la
preparacion de cada una de las muestras, tal y como se describe en la metodologia.
Basandose que la norma del Codex Alimentarius establece que los limites de
concentracion maxima de pesticidas en las muestras objeto estudio no debe sobrepasar el
rango establecido entre 0.01 — 0.05 ppm. Teniendo en cuenta que la Nariz electrénica E-
nose 2.0 estaba entrenada para reconocer concentraciones de pesticidas de 3,4y 5 ppm, y

que en el mercado local no se encontraron sensores con deteccion en partes por billén, se
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planted verificar el reconocimiento de concentraciones mas bajas y se opto por entrenar

la narizcon 0.5, 0.7 y 1 ppm.

Lo anterior con el propdsito de establecer rangos mas bajos de reconocimiento en

trazas de plaguicidas, para ello se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. Se puso en funcionamiento la nariz electronica y se program0 cada analisis por
muestra y pesticida por duplicado con los siguientes datos (figura 24):
e Nombre de la Muestra
e NuUmero de Muestras a analizar: 2
e Tiempo de Muestreo: 1 segundo
e Tiempo de Concentracion: 4 minutos
e Tiempo de Captura: 2 minutos

e Tiempo de Recuperacién: 2 minutos

o)

CONFIGURACION BASICA CONFIGURACION TIEMPOS CONFIGURACION BASICA C TIEMPOS
Nombre de la Muestra Editar Aceptar Nombre de la Muestra O Editar

BHCfres1ppm

Numero de Muestras Numero de Muestras

Acoptar Acopar |

Aceptar

(- PROCESO EN CURS EN

MUESTRA

- -

sanr

Maamalonrminda

Figura 24. Médulo para la programacién de datos en la nariz electrénica.

2. Se introdujo la muestra en la camara de concentracion de gases y se inicia el
proceso de reconocimiento de datos. Las primeras muestras que se trabajaron
fueron sin pesticidas y posteriormente se analizé cada una de ellas con las

respectivas concentraciones realizando un analisis total de 255 matrices.

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 99
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

o
JconFiGURACION BASICA
Nombre de la Muestra O Editar
uchua0.7ppm
Numero de Muestras

MUESTRA

0 100 150 20 20 E) 350 w0
tiempo/segundo

Figura 25. Deteccidn de volatiles y toma de datos por Nariz Electrénica.

3. Luego que los sensores culminan con la deteccion de los volétiles, se cierra el

maodulo de adquisicion de datos, y se pasa al procesamiento de la informacion.

m EU (@) Preferences @ §§ Communiy
[} Open varisbie v N [ setpatn i 3 Request Support
- - .

g ﬁrgﬁnmw I - — |
Sl 5
f SISTEMA DE ADQUISICION Y
| PROCESAMIENTO DE DATOS,
o é (L 7

" PROCESAMIENTO ) CQ/ )

== = [ ADpauisiCION | ,;7 ;
| ~ -i" \
Name ~ Value ’ 5 |
salir | =)
Grupo de Investigacién en mcanie\:é;:ruun
Siatomes Monisensoriaies 1|

REALIZADO POR

M.Sc(c) Jesus Eduardo Ortiz Sandoval
Ph.D Oscar Eduardo Gualdron Guerrero
Ph.D Cristhian Manuel Duran Acevedo

o

Figura 26. Mddulo de adquisicion y almacenamiento de datos.

4. Procesamiento de datos por el software Matlab. Este se realiz6 en un mddulo
denominado Bnose version 1.0, software que fue elaborado bajo la plataforma
Matlab y creado en el afio 2009 (Ortiz, 2016); se encarga de procesar los datos de
manera sencilla, se tiene en cuenta la conductancia minima menos la conductancia
maxima, y posteriormente se realiza el andlisis estadistico de componentes
principales obteniendo las gréaficas correspondientes a cada deteccion de pesticida.
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Procesamiento y Analisis de Datos.

Analisis de Componentes Principales (PCA).

El primer procesamiento de datos que se realizé fue un analisis de componentes
principales con el objetivo de establecer si la nariz electronica separaba o no las muestras
objeto estudio, posteriormente se llevd a cabo un segundo analisis utilizando maquinas de
soporte vectorial con el fin de entrenar la nariz con los datos obtenidos y luego verificar
que ésta clasificara los pesticidas y diferenciara cada fruta contaminada con su respectivo
pesticida y concentracion; adicionalmente se establecio el tipo de sensor que detectaba
cada pesticida.

Como primera medida se realizo el analisis para establecer si la nariz electronica
reconocia la fruta fresca sin pesticida en sus dos estados de madurez, tal y como se
muestra en la siguiente gréfica, donde se evidencia que hubo una respuesta de
reconocimiento de los sensores del 100 %, resultado obtenido igualmente por Ortiz
(2016). Posteriormente, se realiz6 el andlisis con cada uno de los pesticidas objeto estudio
con el fin de establecer si la nariz electronica diferenciaba las concentraciones de menor

cantidad.

Scores for PC# 1 versus PC# 2 /——-\
015 T T T T T T
Fresad, 4
F 5 xt
- et

01+

0051
Mora-3, txt Mora-2, txt
A 1
Umyqélx{w?’f £ Uchuva, txt

Uchua-2, txt Mora-3,:bd
Uchoan SR

0051 Uchwa3d, ta
Uchuva$, bt

Scores on PC#2

Uehu, s bt
Mz o

Uchuva, txt

015 Uchuva, txt -1

18 -16 14 12 - 08 06 04 02
Scores on PC# 1

Figura 27. PCA de la fruta fresca sin pesticida. (Maldonado O, 2017; Ortiz, 2016)
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A continuacion se muestran las graficas de componentes principales con las tres

concentraciones estudiadas por pesticida analizado en las frutas objeto estudio.

Aldrin.
El nombre cientifico del aldrin es 1,2,3,4,10,10-hexacloro-1,2,4a,5,8,8a-hexahidro-1,4-
endo,exo-5,8-dimetanonaftalina y en su calidad técnica contiene no menos de 85% de
aldrin. Tanto el aldrin como el dieldrin son sustancias quimicas manufacturadas y no
ocurren naturalmente en el ambiente. La FDA regula la cantidad de residuos de aldrin y
de dieldrin en los alimentos crudos y las cantidades que se permiten varian entre 0 y 0.1
ppm dependiendo del tipo de alimento.

En la siguiente figura se observa la clasificacion de las diferentes concentraciones de
pesticida aldrin con cada una de las frutas. Lo que indica que la Nariz electrénica detecta
y clasifica cada fruta con este tipo de contaminante. Se observa que las frutas con aldrin
al 0.5 (color verde) son facilmente diferenciables de las de concentraciones 0.7 y 1 ppm,

CUYOS rangos se encuentran mMAs cercanos.

Scores for PC# 1 versus PC# 2

0.25 T T T T T T T T

Idrinfrese ppm &

02—

ajdrinmorat1 jppm, txt

al

drinuchuvt ppgf, txt

0.1 —a!d?infreso7ppﬁ|‘ txt

Scores on PC# 2

»—'-Idrlnmor07ppm1 xf

— A
aldrinuchuv0.5ppm,,.txt caldrinfres5ppm...txt \
aldrinmoraOSppm1 txt ..

005 | 1 | 1 1 1 1 1
-0.9 -0.8 0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 0.2 -0.1 0
Scores on PC# 1

o

’\7ppm,l~: xt

Figura 28. PCA en Fresa, Mora y uchuva contaminadas con aldrin a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado O.,
2017)
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4,4 DDE.

Este pesticida conocido como diclorodifenildicloroetileno es el producto de la
degradacion a pH bajo del DDT (diclorodifenil dicloroetano), es muy soluble en las
grasas y en disolventes orgéanicos lo que explica la facilidad de absorcién de las frutas
con este organoclorado. Sus principales componentes son el cloro, hidrégeno y carbono.
En la grafica se puede observar que los sensores facilmente identifican y clasifican este
compuesto.

Scores for PC# 1 versus PC# 2
T

T T  § T T

xBDEuchuv1ppm., .t

Scores on PC# 2
T

QDEes 1ppm , ixt
DDEfres 1ppm,. ixt

GODEUCHVO.7,.tt NoDE mora1ppef it

O ios
xDDEUCHVO. 72 x|
DDEFRESO.7, txt
EMORO.7,,. txt 2

05 L 1 L L 1 L
4 a5 3 25 2 15 -

Scores on PC# 1

Figura 29. PCA en Fresa, Mora y uchuva contaminadas con 4,4 DDE a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado O.,
2017)

De la figura 29 se infiere que la nariz electronica puede detectar las concentraciones de
0.5 a1 ppm y clasifica de manera clara 0.7 ppm y 1 ppm, sin embargo, para 0,5 muestra

un conglomerado no identificable en el plano como componente principal para cada fruta.

El BHC llamado asi antiguamente, se conoce como Hexaclorociclohexano, es una
sustancia que se presenta en el ambiente de forma isomérica, destacando las formas alfa,
beta, gamma y delta como las mas abundantes en el medio y cuyo nombre se deriva de
acuerdo a la posicion de los atomos de hidrogeno en la estructura quimica. (ATSDR,

2016), lo que podria explicar su clasificacion y deteccion por parte de los sensores, de
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acuerdo a su composicion quimica. A continuacién se muestra el andlisis de PCA
realizado por cada uno de los isémeros del HCH.

Beta-BHC.
0.5 ppm
104 Scores for PC# 1 versus PC# 2
1,rt>t=,~1al3HCU0.51 xt
3 ' “fbelaBHE
o -1
H*
6]
o
52
[
= 0.7 ppm
O
a -betaBHC
o 104 Scores for PC# 1 versus PC# 2
B ~+betaBHCH
0 |-+betaBHCMO.7. bt
“hetaBHCL
5 " " " i . i i ’ 1
009 008 007 -006 -005 -004 -003 -002 -001 0
Scores on PC# 1 27
o~
Ba
1 ppm %
2 A halaBHe
] | betaBHC
g 104 Scores for PC# 1 versus PC# 2 5
1. . y g -
»n
H-betaBHCM1 gt 8
1 betaBHC
7
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0 9 L " " L L . i 7 i sybetaBHC
-2 -18 -16 14 12 A 08 06 04 D02 0
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-
15
2 #betdBHCU1,
E +betalHCU1, b
~+betaBHCM1,.txt
25 - " R "
55 5 45 4 35 -3 25 2 45 41 05
Scores on PC# 1 %1073

Figura 30. PCA en Fresa, Mora y Uchuva contaminadas con Beta-BHC a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado O.,
2017)

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 104
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

En la figura anterior se observa que en concentracién de 1 ppm hay mejor diferenciacion

de las frutas contaminadas con pesticida. Las muestras mejor identificadas en 0.5 ppm
uchuvayen 0.7 ppm mora.

Delta-BHC.
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Figura 31. PCA en Fresa, Mora y Uchuva contaminadas con Delta-BHC a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado
0., 2017)
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Las anteriores figuras permiten observar que es facilmente identificable la fruta con

pesticida en concentracion de 0.7 ppm, mientras que para 0.5 y 1 ppm se solapan los

datos.
Gamma-BHC.
Scores for PC# 1 versus PC# 2
2 T r : I
xgamaBﬂéM1 ’\tx\
15 1 \\
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o
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o-gamaBHCMO?1 Axt
05 xgamaBUCIOZZ.txl 1
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Figura 32. PCA en Fresa, Mora y Uchuva contaminadas con Gamma-BHC a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado
0., 2017)

En las gréaficas anteriores se puede inferir que hay una clasificacion del pesticida por
fruta, tal y como lo evidencié Ortiz, Gualdron y Duran (2016) en la deteccion de

pesticidas por nariz electrdnica utilizando concentraciones de 3, 4 y 5 ppm.
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Endosulfan |
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Figura 33. PCA en Fresa, Mora y Uchuva contaminadas con Endosulfan | a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado
0., 2017)
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107

Al contaminar la fruta con endosulfan | se obtiene con el PCA que la nariz reconoce

y diferencia facilmente la fresa, uchuva y mora a concentraciones de 0.5y 0.7 ppm. Para

1 ppm reconoce mora Yy los datos para uchuva y fresa se solapan.
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Figura 34. PCA en Fresa, Mora y Uchuva contaminadas con Endosulfan Il a 0.5-0.7 y 1 ppm. (Maldonado

0.,2017)
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La nariz electronica reconoce claramente las tres fruta en las concentraciones de 0.7
y 1 ppm, presentdndose un solapamiento entre mora y uchuva para 0.5 ppm. En esta

concentracion reconoce facilmente la fresa contaminada con endosulfan 1.

Como se observa en la figura 33, la nariz electrdnica selecciona y clasifica mejor el
endosulfan I, conocido como alfa que el endosulfan 1, conocido como beta, a excepcion

de la concentracién 0.7 ppm.

El endosulfan es 6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-
2,4,3-benzodioxatiepina-3-oxido, el cual es soluble en xileno, keroseno, cloroformo,
acetona y etanol y como el resto de los pesticidas organoclorados es altamente toxico y
bioacumulable. Lo anterior permite aseverar que los resultados obtenidos se deben a que
el alfa-endosulfan es termodinamicamente mas estable que el beta, lo que pudo haber
ocasionado que se solaparan los resultados en el momento de analizar el componente

principal en las matrices objeto estudio.

El analisis de resultados realizado con PCA fue importante puesto que permitio
establecer la seleccion de los componentes principales de los pesticidas en cada fruta
objeto estudio a partir de la conductancia normalizada medida desde los sensores del
Sistema Multisensorial. Sin embargo, como se pudo observar, en algunos casos no era
facilmente diferenciable cada fruta contaminada en una misma concentracion, por ello se
optd por realizar otro analisis utilizando el método de clasificacién de Maquinas por
soporte vectorial, las cuales permiten encontrar el minimo error de prediccion y asi
establecer la habilidad de cada sensor para detectar y clasificar los componentes quimicos

de los organoclorados.

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 109
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

Anélisis con Maquinas de Soporte Vectorial (SMV).

Luego de analizar los componentes principales en cada fruta contaminada por
pesticida, se llevo a cabo el entrenamiento de la maquina de soporte vectorial (SVM) con
el algoritmo SMO (Sequential Minimal Optimizer) para SVM binaria utilizando un
kernel RBF (Radial Basis function) o Gaussiano con ¢ =1 y C=100. Se tuvo en cuenta
siete sefiales generalizadas de cada uno de los pesticidas con una concentracion
promediada de 0,5-0,7 y 1 ppm, posteriormente se llevé a cabo la clasificacion por medio
de sefiales aleatorias (concentraciones de plaguicidas diferentes a las previamente
establecidas) que no se utilizaron para entrenar la maquina y que permitieron establecer
la robustez y confiabilidad del entrenamiento, ademas de establecer los porcentajes de

deteccidn de los pesticidas por los sensores.

A continuacion se muestran las gréficas resultantes del entrenamiento de la maquina

de soporte vectorial por tipo de futa con cada uno de los pesticidas objeto estudio.

Fresa.

En el siguiente compendio de gréaficas se puede observar que los sensores que mejor
detectan los pesticidas de aldrin, 4,4 DDE, gamma (y), delta (3), (B)-BHC, endosulfan | y
Il en fresa son S3 (TGS-821), S5 (TGS-822) y el S6 (TGS-825) con una energia
electroquimica emanada entre 1 a 3.5 x 10™ voltios. Se observa que el sensor 6 es el que
mayormente detecta los pesticidas en la fresa teniendo en cuenta que la energia
electroquimica detectada como patrén de sefial es superior a 3. 5 x 10 en comparacién

con las otras sefales.
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Figura 35. Respuesta de los sensores en la deteccion de plaguicidas en Fresa. (Maldonado O., 2017)

Los resultados obtenidos se pueden deber a varios factores: el primero tiene que ver
con las caracteristicas y especificaciones de los sensores, en este caso, el sensor 6 (TGS
825) tiene alta sensibilidad al sulfuro de hidrégeno de concentraciones mas bajas de
5ppm, lo que lo hace ideal para su aplicacion en la deteccion de fugas de gas; asimismo,
el sensor TGS-821 (S3) tiene alta sensibilidad y selectividad del gas de hidrégeno lo que
lo hace ideal para una variedad de aplicaciones industriales y el TGS-822 (S5) tiene alta
sensibilidad a los vapores de disolventes organicos asi como a otros vapores volatiles y a
una variedad de gases combustibles como el monoxido de carbono, por lo que es un buen
sensor de proposito general, ademas dispone de una base ceramica que es altamente

resistente a ambientes severos hasta de 200 ° C.
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El segundo factor, son las caracteristicas y composicion quimica de los pesticidas, en
el caso de los organoclorados, estos agrupan un namero considerable de compuestos
sintéticos cuya estructura quimica, en general corresponde a la de los hidrocarburos
clorados, los cuales, ademas de cloro, algunos poseen oxigeno y/o azUfre en su estructura,
(Henao y Nieto, 1998); lo que coincide con las especificaciones de los sensores que
detectaron las sefiales de los plaguicidas analizados. La baja solubilidad de los OCP en
agua pero alta en disolventes organicos, baja presion de vapor pero alta estabilidad
fisicoquimica y su resistencia al ataque de microorganismos; permite predecir que estos
compuestos y sus productos de transformacion se acumulen en el tejido grado de los

organismos Vvivos, en este caso en las futas, y su perdurabilidad en el ambiente.

Diferentes investigaciones han demostrado que los sensores entrenados pueden
identificar y clasificar pesticidas; Lopez-Rodriguez y otros (2015), obtuvieron un
biosensor impedimétrico libre de etiquetas simple, rentable y factible para detectar
cambios en la concentracién de lindano tan baja como 120\mugL™ ! en menos de 2 dias
sin pretratamiento de la muestra, reutilizando la superficie de los electrodos para varias
pruebas diferentes, concluyendo que el prototipo de sensor desarrollado representaba una

valiosa alternativa para la deteccion de OCPs.

El tercer factor que se debe tener en cuenta es la composicion fisicoquimica de las
frutas como su estado de madurez, tamafio y capacidad de absorber el pesticida. En la
fresa los compuestos volatiles son los responsables del aroma y contribuyen al sabor de
las fresas frescas, estos compuestos comprenden el 0.01% al 0.001% del peso fresco de la
fruta, pero tienen un efecto muy grande en su calidad. Esta fruta fresca produce
numerosos compuestos incluyendo ésteres, aldehidos, cetonas, alcoholes, terpenos,
furanonas y compuestos azufrados, aunque los ésteres son los compuestos mas
abundantes cuantitativamente y cualitativamente (Foney, Kalt, McDonald, y Jordan,

1998; Alcantara, 2009). Algunos de los méas importantes incluyen el butanoato de etilo, el

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 112
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona, el hexanoato de etilo, el metil butanoato, el
linalool y el hexanoato de metilo (Pérez y col., 1992). La composicién de los voléatiles
también esta influenciada por muchos factores como el cultivo, el ambiente y el manejo

poscosecha (Forney et al., 2000).

Miszczak, Foney, y Prange en 1995, encontraron que en la fresa variedad Chandler,
el nimero y concentracion de compuestos volatiles que produce se incrementa conforme
la fruta madura, al igual que los compuestos predominantes en esta variedad eran el
hexanoato de etilo, el butanoato de metilo y el hexanoato de metilo cuando esta
completamente madura. Al igual, un estudio més reciente realizado por Fu y otros en
2017, demostré que la mayoria de los volatiles, incluidos como eésteres volatiles,
furanonas volatiles y los terpenos volatiles, mostraban tendencias crecientes, mientras
que los benzoides volatiles arrojaban tendencias decrecientes durante la maduracion
poscosecha. Con este estudio proporcionaron evidencia de la regulacion del aroma de la
fresa por factores duales por primera vez, y caracterizaron un amplio perfil de
formaciones de aromas de fresa en respuesta a la luz y la temperatura durante la

maduracion poscosecha.

Lo anterior soporta la razén por la cual los sensores TGS-821, TGS-822 y TGS-825
son selectivos con esta fruta, ya que tienen dentro de sus especificaciones la deteccion de
gases combustibles, hidrégeno y sus derivados, vapores organicos, alcohol, tolueno,

xileno entre otros voléatiles respectivamente.

Mora.

En el caso de la mora, los sensores que detectaron las sefiales fueron el S2 (TGS-
813), el S4 (TGS-832) y el S5 (TGS-822), relacionando una energia electroquimica que
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oscila entre 0.8 a 1.5 x 10" respectivamente; sobresaliendo una sefial o patrén
electroquimico de mayor intensidad (2 a 3.5 1.5 x 10™) en la deteccién de mora con

endosulfan 1.
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Figura 36. Respuesta de los sensores en la deteccion de plaguicidas en Mora. (Maldonado O., 2017)

Teniendo en cuenta los factores de deteccion analizados anteriormente, se puede
inferir que los sensores seleccionados para la deteccion de pesticidas en mora varian en
comparacion con la fresa por las caracteristicas de los compuestos volatiles que tiene la
futa y la especificidad de los sensores. En la mora, se encuentran metabolitos secundarios
que le confieren el aroma, color y sabor caracteristico (Balasundram, Sundram, y
Samman, 2006) estos compuestos son flavonoides especialmente antocianinas, con
capacidad antioxidante que promueven la formacion de productos con baja toxicidad

como fenoles, produccion de alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas e influyen en los
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colores rojos, azules y violetas del fruto (Magalh&es et al., 2008; Perkins-Veazie et al.,
2000) durante el almacenamiento. Los sensores TGS-813, TGS-832 y TGS 822
responden a compuestos aromaticos de sustancias organicas de cadenas cortas como
gases combustibles, clorofluorocarbonos (CFC) y vapores organicos, alcohol, hidrogeno

y metano respectivamente, (Tabla 13).

Resultados similares se reportaron en la investigacion realizada por Bernal-Roa et
al., en 2014, quienes obtuvieron que el estado de cosecha se puede distinguir con la
evaluacion del perfil aromatico y el contenido de antocianinas mostrando contenido de
fenoles totales y la capacidad antioxidante entre diferentes estados de madurez del fruto.
De igual manera, obtuvieron que los compuestos volatiles liberados por la mora en
diferentes estados de madurez fueron detectados por los sensores W6S (Hidrogeno), W1S
(metano), W1W (azufrados y terpenos), W2S (alcoholes) y W2W (compuestos
organicos); caracteristicas que van acorde a las de los sensores utilizados en la presente

investigacion.

Uchuva.

En la gréfica 37 se observa que los sensores que mejor detectan los pesticidas
presentes en el fruto de la uchuva son el S2 (gases combustibles) y el S6 (sulfato de
hidrogeno). EI sensor 5 que detectan vapores, alcohol, tolueno y xileno y el 7 que
detecta volatiles de alimentos, presentan un reconocimiento de los pesticidas en un

57.14% del total de los organoclorados evaluados.
Estos resultados se deben a que los pesticidas tienen compuestos similares a los que

detectan los sensores S2 y S6, al contrario de los sensores S5 y S7, que detectan

compuestos que se asemejan a los aromas generados por la fruta durante su proceso de
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madurez, estos compuestos quimicos de la uchuva al combinarse con los pesticidas

generan aromas que no estan en las cantidades suficiente para ser detectados por ellos.
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Figura 37. Respuesta de los sensores en la deteccion de plaguicidas en Uchuva. (Maldonado O., 2017)

En la tabla 19 se pueden apreciar los sensores que obtuvieron mejor reconocimiento
de pesticidas en cada una de las frutas objeto estudio teniendo en cuenta que la energia
electroquimica de deteccién de la nariz electrénica debe ser mayor a 0.5 x 10 *'voltios. Se
observa que cada una de las frutas tiene caracteristicas y composicion fisicoquimica
diferentes que al reaccionar con los pesticidas, envian sefiales electroquimicas que varian

para la deteccién por cada sensor.

Sin embargo al tratar de identificar los sensores que son comunes entre ellas, se
encontré que en el caso de la fresa y la uchuva, coinciden con que el sensor que mejor
detecta los pesticidas en estas frutas es el 6 (sulfato de hidrégeno). Para mora y uchuva
es el sensor 2 el que mejor detecta los componentes de pesticidas estudiados en dichas

matrices.
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Tabla 19. Porcentaje de reconocimiento de los sensores de la Nariz electronica en las

muestras objeto estudio.
Fruta Sensores % de Deteccion

1 28.57%
42.85%
71.43%
0%
57.14%
100%
42.85%
42.85%
85.71%
14.28%
85.71%
71.43%
14.28%
28.57%
28.57%
85.71%
42.85%
0%.
57.14%
100%
57.14%

Fresa

Mora

Uchuva

~N| o g Bl W N PPN O OB 0D PN O RN

Fuente: Maldonado O., 2017

Los logros alcanzados en esta investigacion se pueden comparar con los obtenidos
por Masila y Sadik (2000) donde el conjunto de sensores mostré una buena
reproducibilidad de los diferentes volatiles de compuestos organoclorados (OCPs) e
hidrocarburos aromaéticos (HAPs) con un 98% de reconocimiento y clasificacion en
diferentes muestras de fruta clasificando la naturaleza de los grupos funcionales de cada
analito y las propiedades fisico-quimicas de las muestras evaluadas. Asimismo,

demostraron previamente que el reconocimiento del olor en los sensores para OCPs
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podria basarse en los grupos funcionales, tamafio, forma, asi como las propiedades fisicas
de las sustancias olorosas, teniendo en cuenta que los parametros fisico-quimicos (forma
estructural, diferente posicionamiento del mismo grupo funcional, presencia de diferentes
grupos funcionales, diferente distribucion electronica, electronegatividad , polaridad,
estado de madurez, humedad, capacidad de absorcion, entre otras) influyen en la
desorcidn/adsorcion cinética responsables de las interacciones no covalentes en la

interfaz sensor - odorante.

Estos estudios permiten soportar la validez del reconocimiento de las sefiales y
patrones electroquimicos obtenidos en la presente investigacion, demostrando que la
relacion de los pardmetros fisicoquimicos, la comparacion de resultados con técnicas
cromatograficas y la utilizacion de nariz electronica como método alternativo para la

deteccidn de trazas de pesticidas organoclorados es viable y sustentable.

Anélisis de Clasificacion y Robustez

Con el fin de establecer la robustez del entrenamiento de la maquina de soporte vectorial
y por ende la capacidad de deteccion de los sensores de la Nariz Electednica, se llevo a
cabo la clasificacion de las sefiales, utilizando concentraciones promediadas y sin
promediar diferentes a las empleadas en el entrenamiento, obteniendose los siguientes

resultados.
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Figura 38. Robustez de los datos analizados con las Maquina de Soporte Vectorial en Nariz Electrénica.
(Maldonado O. 2017).

Como se puede observar en la grafica anterior, al introducir los datos al sistema sin
promediar, se obtiene una clasificacion del 61.90% en general, evidenciandose que la
maquina no alcanza a clasificar el pesticida gamma-BHC (13.33% de reconocimiento) y
el beta-BCH en un 33,33%. El resto de los pesticidas sobrepasan el 66% de
reconocimiento. Sin embargo, en el momento de promediar los datos aleatorios, se
evidencia que la maquina de soporte vectorial clasifica en un 86% de deteccion de las
sefiales, datos que pueden compararse con los obtenidos por Masila y Sadik (2000) los
cuales fueron del 98% de reconocimiento de pesticidas organoclorados. Esto puede
deberse a la cantidad de sensores utilizados en nuestra investigacion (7) a diferencia de
los utilizados por Masila (32 sensores), a la cantidad de muestras analizadas y

repetibilidad de las mismas y a la variabilidad de los pesticidas utilizados.
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Asimismo, se ha demostrado que los efectos de ciertas constantes fisicas en el
reconocimiento de analitos, tales como el punto de fusion, la solubilidad y la presion de
vapor que caracterizan a los pesticidas, puede influenciar en la respuesta del sensor
causando una disminucion o aumento dependiendo del parametro fisicoquimico de la
matriz analizada. Esto es consistente en varios trabajos donde la respuesta del sensor
disminuyé con el aumento del punto de fusién (Masila 2000; Patrash y Zellers, 1993) y se
presento que la alta volatilidad aumenta el nimero de moléculas que posteriormente da
lugar a la respuesta del sensor inferior. La menor volatilidad de las moléculas absorbid
mas completamente y produjo mayor respuesta del sensor (pendiente de la unidad de
polimero mg/por curva de concentracion) observandose que hay una mayor sensibilidad
del sensor para analitos de presion de vapor mas baja.
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Conclusiones
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En este trabajo se han presentado resultados significativos de exploracion, comparacion y
correlacion respecto a la deteccion de pesticidas organoclorados por parte de redes de
sensores y las técnicas analiticas clasicas, lo que lleva a validar las siguientes

conclusiones:

e Los anélisis fisicoquimicos de las futas objeto estudio mostraron que los estados
de madurez 5y 6 para la fresa y mora 'y 4 y 5 para uchuva, presentaron diferencias
significativas entre ellos en general, destacandose los parametros quimicos como

acidez, pH y sélidos solubles y los parametros fisicos, como tamafio y peso.

e Las muestras de frutas fresca analizadas por cromatografia presentaron

concentraciones por debajo del LMR.

e Se detectaron componentes volatiles (VOC) de los pesticidas que permanecen
remantes en las frutas en concentraciones de 0.5, 0.7 y 1 ppm, a partir de la
respuesta del sistema sensorial de una nariz electronica, la cual diferencid la fruta
fresca de la futa contaminada con pesticida en un 100% de reconocimiento de
volatiles evaluados por el sensor 6 para fresa y uchuva y con un 85.71% de

reconocimiento por medio de los sensores 2 y 4 para mora.

e Se pudo establecer que para la identificacion de pesticidas en mora, uchuva y
fresa se puede construir una Nariz electronica con sensores Figaro TGS-813,
TGS-821, TGS-822, TGS-832y TGS 825.

e El andlisis de componentes principales y entrenamiento con maquina de soporte
vectorial basado en la energia empleada por la sefial de deteccion de los sensores,
naturaleza del analito, que incluye grupos funcionales, tamafio, forma,
distribucion electronica, la polaridad permitieron el reconocimiento de patrones

de los productos quimicos disueltos en las frutas objeto estudio y se logro con
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éxito la identificacion de cada uno de los plaguicidas obteniendo tasas de
reconocimiento oscilaron desde 71.43% hasta 100% para los analitos ensayados.

La Nariz electronica es un instrumento analitico alternativo para el seguimiento
de la contaminacion agroalimentaria, ya que tiene el potencial de proporcionar
nuevas capacidades de monitoreo en el campo, en la academia y en la empresa
agroalimentaria, obtener resultados en tiempo real de la contaminacién de un
alimento y otras multiples ventajas que proporcionan un impacto positivo en la

ciencia y tecnologia de los alimentos.
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Recomendaciones

Yohanna Maldonado Obando-2017




Sistema Multisensorial como método alternativo para la deteccién de Pesticidas 124
Organoclorados (POC’s) en Frutas Frescas

Se recomienda:

e Utilizar sensores que detecten partes por billon (ppb) para garantizar que las
cantidades méaximas establecidas por el Codex alimentarius.

e Realizar andlisis de otros pesticidas (organofosforados, piretroides, carbamatos,
entre otros) en alimentos con el fin de seguir entrenando los sensores de la Nariz

Electronica y pulir la técnica.

e Utilizar sensores segun el compuesto contaminante a evaluar.
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Anexo 1.
Registro Fotografico de los Analisis Fisicoquimicos
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Anexo 2.

Registro Fotografico de los analisis Cromatograficos
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Anexo 3.
Registro Fotografico de los Analisis con Nariz Electrénica

Yohanna Maldonado Obando-2017




