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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo determinar el deterioro de carnes a través de
espectroscopia de infrarrojo FT-MIR-ATR. Se utilizaron muestras de carnes de cerdo y pollo
comprados en los mercados de la ciudad de Cuenca a los cuales se les realizd analisis
microbiolégicos y espectrales en la regién de 780 a 1800 cm-1 en el equipo de infrarrojo medio
del laboratorio de quimica de la Universidad del Azuay. Se aplico un método de clasificacion K-
NN en combinacién con el método de algoritmos genéticos para el modelo de prediccién, el cual
fue evaluado a través de una validacion externa. Se reporta las longitudes de onda, asi como
los pre tratamientos de los datos generados en el presente estudio. El algoritmo genético
identifico los picos de los espectros que influyen en la deteccidn microbiana; estos picos son

indicativos de amida-CN debido a la degradacion de proteinas por microorganismos.

Palabras Claves: FT-MIR-ATR, espectrales, algoritmos genéticos, amida-CN
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ABSTRACT

The goal of the present project is to determine the deterioration of meat
through infrared spectroscopy FT-MIR-ATR. Pork meat and chicken
from the local markets in the city of Cuenca were employed as samples.
We performed a microbiologic and spectral analysis in the 180 to 1800
em-1 region through the mid-infrared equipment of the chemistry
laboratory in the University of Azuay. We employed the K-NN
classification method combined with the predicting method based on
genetic algorithm, which was evaluated through external validation, We
reported the wave lengths as well as the pretreatment of the data
generated in the present study. The genetic algorithm identified the
spectrum peaks that influence in microbial detection. These peaks are
indicators of amide C-N due to the degradation of proteins by
microorganisms.

Keywords: FT-MIR-ATR spectral genetic algorithms, amide-CN
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aplicando espectroscopiainfrarroja”

INTRODUCCION

De acuerdo a la Gaceta Epidemiolégica Semanal N° 13, SIVE-ALERTA del Ministerio de
Salud Pdublica del Ecuador, para lo que va del afio 2013 se encuentran registrados 1838
intoxicaciones alimentarias agudas, muchas de estas intoxicaciones no estan determinadas
exactamente el agente causante, por lo que se generaliza como una ETA (enfermedad

transmitida por alimentos)

Pero estos alimentos muchas veces son los que consumimos en casa o en los locales de
comida preparada, las causas de las intoxicaciones pueden ser dadas por microorganismos
como: Salmonella, Escherichia coli, Yersinia, Proteus, Pseudomonas, ciertos clostridios,

Campilobacter, enterococos, Staphylococcus, etc.

Alimentos como la carne de res, cerdo, pescado, aves, etc., Son propensos a contaminarse
rapidamente ya sea por la forma de faenamiento, expendio y manipulacion en los centros de
abasto, en los que la falta de refrigeracion las hacen muy vulnerables a la proliferacion de

microorganismos ambientales y propios de la canal, como los mencionados anteriormente.

Las empresas céarnicas, faenan o compran la carne la cual pasa por una serie de
tratamientos hasta convertirse en un producto procesado listo para el consumo, y aunque
mantiene la cadena de frio, no siempre pueden saber qué tipo de carne, desde el punto de
vista microbioldgico, tiene antes de empezar el proceso de produccion. Esto conlleva a que
muchas veces piezas de carne que parecen de buena calidad no se encuentren aptas para
el proceso, ademas de que al hacer un analisis microbiolégico inicial a la carne este toma de
24 a 48 horas para saber el estado de contaminaciéon. Hoy en dia las fabricas de carnicos
utilizan &cidos como el &cido lactico para mantener las cargas microbianas lo més bajas
posibles, aunque esto puede generar cierta dureza al masculo, por lo que es utilizada con

moderacion y en dosis no muy altas.

Las técnicas de microbiologia han cambiado en los ultimos afios, es asi que por mucho
tiempo se ha usado medios de cultivo que se deben preparar, es decir pesar el producto,
procesarlo en un autoclave y colocarlo en cajas de petri y luego sembrar la muestra a

analizar y terminar incubando por un lapso de tiempo.
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Entre preparacion y analisis se toma un tiempo aproximado de 4 horas y luego el tiempo de
incubacion unas 24 a 48 horas dependiendo del andlisis a realizar, ya que hay técnicas que
requieren mas horas. Ahora existen métodos un poco mas rapidos desde el punto de vista
de la preparacion y algo en el tiempo de espera durante la incubaciéon, como son las cajas
Compact Dry (Nissui, Japén) las cuales vienen listas para trabajar y ahorran tiempo de
preparacién y son econdémicas. La dificultad de esperar es que no se pueden liberar lotes de
materias primas para el inicio de un proceso de produccién, como es el caso de las carnes,

ya que tomaria un tiempo prudencial de espera para la incubacién microbioldgica.

Viendo esta necesidad de saber si la carne de cerdo o pollo se encuentran aptas para el
consumo vy el proceso, se realizd el presente estudio el cual determina a través de la
espectroscopia de infrarrojo utilizando una clasificacion KNN acoplada a algoritmos
genéticos si la carne de cerdo o pollo se encuentran dentro o fuera de los limites de
contaminacion por E. coli que permite la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 1338:12 para
carnes y sus productos. Aunque no es necesario descartar el andlisis microbiol6gico ya que
este nos dira el grado de contaminacion y el tipo de microorganismo presente importante

para tomar acciones correctivas antes, durante y al final de los procesos productivos.

Bacterias como la E. coli son de suma importancia a nivel alimentario, ya que es una

bacteria cosmopolita que es producto de la contaminacion fecal.

E. coli es un bacilo corto, mévil, gran negativo, muy parecida a Salmonella. Ataca la
sacarosa y lactosa con la produccién de acido y gas. Se encuentra en el intestino de los
animales de sangre caliente, pueden llegar a ser patégenas para el hombre. Existen varios
tipo de E. coli, entre ellas: E. coli enteroagregante (EAEC) origina diarreas persistentes en
los nifics. Estas cepas producen toxinas que estimulan la secrecién intestinal. E.coli
enteropatdgeno (EPEC) causa graves diarreas en los niflos pero se desconoce su
mecanismo patogénico. E. coli enterotoxigenico (ETEC) produce la conocida “diarrea del
viajero”. Estas cepas producen enterotoxinas de dos tipos distintos: una termolabil que se
inactiva a los 60°C en 30 minutos y una termoestables que resisten 100°C durante 15
minutos. E. coli enteroinvasivo (EICE) poroduce una citotoxina y frecuentemente induce
enfermedades muy graves, como colitis y una forma de disenteria acompafada de fiebre y
heces sanguinolentas. E. coli enterohemorragico (EHEC) también produce citotoxinas que
originan enfermedades graves, aqui se encuentra la E. coli O157:H7. Su dosis infectiva es
de aproximadamente 10 a 100 bacterias y sus vehiculos infectivos son la carne poco
cocinada, los lacteos contaminados, los jugos de manzana y el contacto directo con
animales. E.coli verotoxigenico (VTEC), como E. coli 026:H11, este tipo de bacteria produce
a través de sus toxinas VT1 y VT2 destruccién de las células del intestino y produccion de
colitis hemorragica, un 15% de los infectados desarrollan sindrome urémico hemolitico.
(Forsythe, 2010)
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La espectroscopia de infrarrojo es una técnica basada en las vibraciones de los atomos de
una molécula. Un espectro infrarrojo se obtiene generalmente mediante el paso de radiacion
infrarroja a través de una muestra y determinar qué fraccién de la radiacién incidente es
absorbida en una energia particular. La energia que en cualquier pico en un espectro de
absorcién aparece corresponde a la frecuencia de la vibracion de una parte de una molécula

de la muestra.

Las interacciones de la radiacion infrarroja con la materia pueden ser entendidas en
términos de cambios en los dipolos moleculares asociados a las vibraciones y rotaciones.
Para empezar con un modelo basico, una molécula puede ser considerada como un sistema
de masas unidas por enlaces con propiedades tipo resorte. Tomando primero el caso simple
de moléculas diatémicas, dichas moléculas tienen tres grados de libertad de traslaciéon y dos
grados de libertad de rotacién. Los atomos en las moléculas también pueden moverse uno
con relacién a otro, es decir, las longitudes de enlace pueden variar o un atomo se puede
mover fuera de su plano actual. Esta es una descripcion de los movimientos de estiramiento
y flexibn que se hace referencia colectivamente como vibraciones. Para una molécula
diatémica, sélo una vibracion que se corresponde con el estiramiento y la compresién de la
unién es posible. Esto representa un grado de libertad de vibracion. (Stuart, 2004)

Las vibraciones pueden implicar un cambio en la longitud del enlace (estiramiento) o dngulo
de enlace (flexidn) (ver Figura 1). Algunas bandas pueden estirar en fase (estiramiento
simétrico) o fuera-de-fase (estiramiento asimétrico), como se muestra en la Figura 2.

)
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Stretching Bending Stretching

Figura 1. Vibraciones de estiramiento y flexion

Fuente: Stuart, 2004
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Symmetric stretching Asymmetric stretching

Figura 2. Vibraciones de tensién simétrica y asimétrica.
Fuente: Stuart, 2004

La espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se basa en la idea de la
interferencia de la radiacién entre los dos haces para producir un interferograma. El Gltimo

es una sefial producida como una funcion del cambio de la longitud de la trayectoria entre
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los dos haces. Los dos dominios de la distancia y la frecuencia son transformables entre si
por el método matematico de transformacién de Fourier. Los componentes basicos de un
espectrometro FTIR se muestran esquematicamente en la Figura 3. La radiacién que
emerge de la fuente pasa a través de un interferdmetro para la muestra antes de llegar a un
detector. Tras la amplificacién de la sefial, en el que las contribuciones de alta frecuencia
han sido eliminadas por un filtro, los datos se convierten a forma digital por un convertidor

analdgico-a-digital y transferido al ordenador por la transformacion de Fourier. (Stuart,2004)
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Figura 3: Esquema de un instrumento FTIR
Fuente: Skoog, 2008

El espectro infrarrojo se puede dividir en tres regiones principales: el infrarrojo lejano (<400
cm-1), el infrarrojo medio (4000 a 400 cm-1) y el infrarrojo cercano (13 000-4000 cm-1).

El espectro de infrarrojo medio (4000-400 cm"l) puede ser aproximadamente dividido en
cuatro regiones y la naturaleza de una frecuencia de grupo puede ser generalmente
determinado por la regién en la que se encuentra. Las regiones son las siguientes: la region
X-H estiramiento (4000-2500 cm™), la regién de triple unién (2500-2000 cm™), la regién de
doble enlace (2000-1500 cm'l) y la region de la huella digital (1500-600 cm'l)

Las principales bandas en la regiéon de 2000-1500 cm™ son debido al estiramiento de los
grupo C = C y C = O. El estiramiento del grupo carbonilo es una de las mas faciles de

reconocer en las absorciones de un espectro infrarrojo. Por lo general, es la banda mas
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intensa en el espectro, y dependiendo del tipo de enlace C = O, se produce en la regién
1830-1650 cm™ (Stuart, 2004).

Cuando las muestras son dificiles de analizar por los métodos de transmitancia

convencional se utiliza otros métodos de reflectancia como la total atenuada (ATR).

La espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) utiliza el fendmeno de la reflexion
interna total (Figura 4). Un haz de radiacién que entra un cristal se sometera a la reflexion
interna total cuando el angulo de incidencia en la interfaz entre la muestra y el cristal es
mayor que el angulo critico, donde la Ultima es una funcién de los indices de refraccion de
las dos superficies. El haz penetra en una fraccién de una longitud de onda mas alla de la
superficie reflectante y cuando un material que absorbe selectivamente la radiacién esta en
estrecho contacto con la superficie de reflexion, el haz pierde energia en la longitud de onda
donde absorbe el material. La radiacién atenuada resultante se mide y se representa como
una funcion de longitud de onda por el espectrometro y da lugar a las caracteristicas

espectrales de absorcién de la muestra (Stuart, 2004)

Sample Crystal

-

Sample

Figura 4. Esquema de ATR

Fuente: Stuart, 2004
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar a través de la espectroscopia infrarroja el deterioro de las carnes de cerdo y

pollo, como un método rapido de microbiologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Identificar los espectros del infrarrojo de la carne de pollo y cerdo cada hora.

e Realizar los andlisis microbioldgicos de las muestras de carne homogenizada.

e Seleccionar las variables a estudiar.

e Aplicar algoritmos genéticos que ayudara a determinar la correlacion entre las

pruebas microbiologicas y las pruebas en el IR.
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CAPITULO |
MATERIALES Y METODOS

1.1 Descripcién del lugar de estudio
Los analisis microbiolégicos de las muestras de carne de pollo y cerdo, asi como los
analisis espectrales en el IR se llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia y
quimica de UDA LABORATORIOS respectivamente que se encuentran localizados en

la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay.

1.2 Muestreo
Se tomaron las muestras de carne de cerdo y pollo en los mercados principales de la
Ciudad de Cuenca en las carnicerias, colocando las muestras en fundas plasticas y
llevando inmediatamente al laboratorio de microbiologia para su proceso.
Las muestras fueron llevadas en una hielera y almacenadas inmediatamente en
refrigeraciéon a una temperatura de 4°C aproximadamente antes de su procesamiento.

Se compraron cerca de 450 gramos de carne tanto de pollo como de cerdo.

1.3 Preparacién de las muestras

Tal y como describe Ellis et al (2004), las muestras de carne se procesaron en una
licuadora de laboratorio marca Waring en la que se molia por completo la muestra tal y
como se compraba, es decir masculo, piel (caso del pollo), tegumentos, colageno,
grasa, etc.

Una vez molida la carne, se colocaba en cajas de petri descartables abiertas y se
colocaba en una incubadora marca Memmert, la cual se mantenia a una temperatura
entre 22 a 25°C, las muestras permanecian ahi hasta que se sacaba una pequefia
muestra cada hora para realizar el analisis espectral en el IR y otra muestra para

realizar el andlisis microbiolégico.

1.4 Andlisis de las muestras

Las muestras fueron analizadas tanto microbiolégicamente como espectralmente a
través del IR, como indica Ellis et al (2004). Se tomaron las muestras y se realiz6 un
andlisis microbiolégico para poder realizar luego un analisis en conjunto con los
espectros encontrados, los analisis fueron realizados a la misma hora por 8 horas

continuas.
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1.4.1 Andlisis Microbiolégico
1.4.1.1 Materiales

Balanza técnica

Autoclave

Pipetas automaticas 100 a 1000 ul

Puntas de pipetas azules envueltas en papel aluminio y esterilizadas
Tubos de vidrio tapa rosca

Agua de peptona tamponada (90 ml en frascos con tapa rosca y 9 ml en cada tubo

de vidrio, esterilizar a 121°C por 15 minutos)

Placas Compact Dry EC (E. coli/ coliformes)

Placas Compact Dry TC (Total Count, aerobios mesdéfilos)
Cémara de flujo laminar vertical

Incubadora

Contador de colonias

1.4.1.2 Diagrama de flujo de analisis microbiolégico de muestras

Preparacion de la
muestra

/
/1 \ Balanza técnica OHAUS

Pro
Pesar 1 gramo de muestra en 9 ml

de agua de peptona tamponada Autoclave All American

v

Homogenizar Licuadora de
laboratorio

0,
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©

/

L, Pipeta automatica,
Inocular 1 ml de cada dilucién en marca Boeco de
la placa correspondiente de 100 a 1000 ul
compact dry (EC o TC)
| /
Incubadora marca ESCO
Incubar las placas con la Temperatura y tiempo de
. X incubacion:
tapa hacia abajo en una Compact Dry TC: 35+/- 2°C por
. 48 +/- 3 horas
incubadora Compact Dry EC: 35+/- 2°C por
24 +/- 2 horas

A 4

ntar | loni
Contar las colonias e Ver ficha técnica de las

interpretar resultados compact dry para
interpretacion. Ver anexo 1

A 4

Calcular los resultados y
reportar

Para la elaboracion de estos analisis se utilizaron placas Compact Dry de la
empresa Nissui Pharmaceutical Co. Ltda. Japén, estas placas microbioldgicas se

encuentran validadas por la AOAC (Association of Official Analytical Chemists).

Compact Dry TC (Total Count) es un medio que contiene agar de cultivo estandar y
gue sirve para comprobar el indice de germinacion total. Debido a la sal de
tetrazolio, indicador redox, las colonias de bacterias presentan una coloracién roja,
pudiéndose con ello distinguir muy facilmente de posibles restos de alimentos
(Nissui, 2005)

Con Compact Dry EC (E. coli/Coliformes) se pueden detectar y distinguir coliformes
y E. coli. El medio contiene dos sustratos enzimaticos cromdgenos: Magenta-GAL y
X-Glucoronido. De esta manera los coliformes denotan una coloracion roja, mientras
gue la de los E.coli es azul. Sumando las colonias rojas y azules resulta la cifra total

del grupo coliforme (Nissui, 2005).
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Andlisis de Espectros

Para realizar el andlisis de espectros de las muestras de carne de cerdo y pollo, se
utilizé un espectrofotometro de Infrarrojo en el rango medio (MIR), marca Thermo
Nicolet FT-IR 100 con aditamento ATR de Selenito de Zinc (ZnSe), se encuentra

conectado a un PC equipado con un software EZ-Omnic 32.

Los espectros de las muestras se escanearon 32 veces en la region 780 a 4000
cm™, a unintervalo de 2 cm™,

A continuacion se detalla a través de un diagrama de flujo el método de analisis en
el FT-IR:

INICIO

\ 4
Encender el equipo 15
minutos antes de
iniciar los escaneos

'

Colocar el rango de la
banda de deteccion
780 a 4000 cm™

A\ 4
Colocar el nimero de
escaners arealizar: 32

A 4
Realizar background

Colocar la celda del
IR limpia, y
escanear aire

\ 4

Presionar la muestra
Colocar muestra en uniformemente en la

celdade IR celda, capa
aproximada de 5
mm de espesor.

v
Escanear muestra,
modo absorbancia

9,
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L
1

Realizar limpieza, después de cada

muestra, del cristal ATR con agua

destilada limpia y secar con papel
absorbente suave

Almacenar datos en tarjeta de
memoria del equipo

!

Pasar los espectros al
programa EZ Omnic 32

v

Realizar analisis estadistico de
los espectros

1.4.2.1 Pre procesamiento de los datos

De acuerdo a Da-Wen Sun (2009), el objetivo principal del pre-procesamiento es
transformar los datos de tal manera que las sefiales (multivariante) se adhieran
mejor a la ley de Beer, que establece que la absorbancia y la concentracion estan

correlacionados linealmente:
A=c¢lc

Las técnicas de procesamiento estan disefiadas para compensar las desviaciones
de las relaciones lineales como dispersion de particulas, factores de interferencia,
interacciones moleculares, refracciébn de concentraciones altas, grosor de las
muestras, y muchas mas, por lo tanto estas técnicas mejoraran la relacién lineal

entre las sefiales espectrales y las concentraciones del analito.

Para realizar el pre procesamiento de los datos se tomaron en cuenta algunas de
las técnicas que se revisan a continuacion y que se encuentran formando parte de
dos grandes grupos: los que utilizan directamente los valores de referencia
disponibles para la operacion de pre-procesamiento, y los que no lo hacen (técnicas

independientes).
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Las técnicas de referencia independientes ademas se pueden dividir en dos
subgrupos: métodos de correccion de dispersion y los métodos de derivacion.
Métodos de correccién de dispersion incluyen: la sefal de correccion multiplicativa
(MSC), también conocida como correccién de dispersion multiplicativo (incluyendo
el MSC extendida, inversa MSC, extendida inversa MSC y de tendencias), variable
aleatoria normal estandar (SNV) de escala, la normalizacién y correccion de linea
base. Los métodos de derivacion incluye las siguientes técnicas: diferencia finita,

Savitzky-Golay y Norris-Williams.

Para el caso del analisis de la base de datos de los espectros se realizaron los

siguientes pre tratamientos:

La suavizacion segun Savitzky-Golay, esta basado en el calculo de una regresion
polinomial local (de grado k), con al menos k+1 puntos equiespaciados, para
determinar el nuevo valor de cada punto. El resultado sera una funcién similar a los

datos de entrada, pero suavizada.

Con este método se obtienen maximos y minimos relativos, asi como también se
preservan los anchos de los picos, que se pueden perder con otras técnicas de

derivacion.

En Baseline Correction (Da-Wen Sun, 2009) que es la técnica de correccion de
linea de base mas comun usado en NIR (e IR) es la técnica de eliminar la tendencia
introducido por Barnes et al. (1989). Utiliza el mismo principio que eliminar la
tendencia, y la diferencia basica es que la instalacion de la linea de base se realiza
iterativamente. En primer lugar una linea de base de un polinomio de orden elegido
se monta en el espectro de la muestra. A continuacion, los puntos de medicién se
encuentran por encima de la linea base estimada se sustituyen por las predicciones
de la linea de base ajustada. Este espectro de linea de base nueva (artificial) se
ajusta entonces de nuevo con el mismo orden polinomio, y este procedimiento se

repite hasta que se sustituyen y no hay nuevos puntos de muestra.

Se realiz6 también Diferenciacidn, que es la técnica més utilizada para calcular la
derivada del espectro es la de Savitky-Golay (SG) 1964, modificada por Steiner en
1972. Este metodo permite suavizar el espectro y no amplifica el ruido como el

clasico de las diferencias finitas.

En la tecnica SG, cada espectro es seccionado en ventanas que contienen 2g+1
puntos, g puntos antes y g puntos despues del centro. Estos puntos son
aproximados con un polinomio de un cierto orden y sus coeficientes pueden

utilizarse para recalcular el espectro suavizado o para el espectro diferenciado.
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El calculo es rapido porque los coeficientes del polinomio no cambian de una
ventana a la otra cuando las longitudes de onda son equidistantes. EI mismo vector
de coeficientes puede ser utilizado para todo el espectro menos los dos sets
iniciales y finales. Los coeficientes, dependiendo del ancho de la ventana son

tabulados.

Se pueden calcular facilmente invertiendo la matriz C:

I g .. (g

L g-D ... [-(g-DJ
C=|.. 0

1 g-1 .. (g-ly

I g g

i es el orden del polinomio

Se aplicé Estandar normal variate (SNV), donde la ecuacién basica para SNV es
la misma que se utiliza para MSC (multiplicative signal correction), la ecuacién de
Barnes et al, 1999.

X _ ‘E‘c*rj__-' -ty

“TCorr

[l
Para la técnica SNV ag es el
valor promedio del espectro, mientras a, es la desviacion estandar del espectro.

En espectroscopia se utilizan practicamente dos tipos de normalizaciones:

Taxicab norm:

Euclidean norm:

" M

“org.m

(Il = |

m=1

Esta técnica se utiliza para reducir los efectos multiplicativos de la dispersion y
tamafio de la particula y para reducir las diferencias en las intensidades de las

sefiales globales. Tiene como objetivo dar el mismo peso a cada sefial por
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correccion de las diferencias en la intensidad global (Zeaiter M, and Rutledge D,
cop, 2009)

1.5 Andlisis estadistico

Para el estudio realizado se utiliz6 el método de clasificacion KNN combinado con

algoritmos genéticos y una validacion externa de los datos.
1.5.1 Método de clasificacion KNN (K-nearest neighbors)

Es un método de clasificacion no paramétrico, que utiliza para la clasificacion el
concepto de analogia. El método se basa en la eleccién de una distancia (generalmente
la distancia Euclideana) y en la eleccién del numero entero de k entorno, el cual se
extiende a la evaluacion de las clases a las que pertenecen los objetos considerados a

clasificar.

El algoritmo en el cual se basa el método K-NN esté definido por la escalada de los
datos, la seleccion de la distancia a utilizar, eleccion del nimero de entorno k (til para la
clasificacién, calculo de la matriz de la distancia, para cada objeto se considera el objeto
k mas cercano y el objeto viene asignado a la clase mas representativa en k mas

cercano.

El modelo matemético no forma un verdadero y propio modelo matematico, es decir una
funcion analitica aplicada sucesivamente al objeto incdgnita de clasificacion. El modelo
KNN esta constituido del mayor valor de k encontrado, de la medida utilizada y de todos
los datos pertenecientes al training set. La prediccion de la clase por un nuevo objeto
se realiza en funcion del objeto k méas cercano perteneciente al training set (Todeschini,
1998)

1.5.2 Meétodo de Algoritmos genéticos

Un algoritmo genético es un método de busqueda que imita la teoria de la evolucién

genética de Darwin para la resolucién de problemas.

Con este método se alcanza la numerosidad con una técnica similar a la de la
seleccion natural: Se seleccionan un cierto nimero de subconjunto al azar y se
construyen los modelos, determinando cual combinacion ( CROMOSOMA) es la
mejor, luego se procede a la fase evolutiva combinando los cromosomas y
mudandolos, para cada nuevo cromosoma se calcula la bondad del modelo, se
desechan los cromosomas malos y se sigue combinando o mutando los mejores

hasta alcanzar el nivel de bondad requerido (Todeschini, 1998)
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1.5.3 Validacion cruzada (cross validation)

Es una técnica utilizada para evaluar los resultados de un analisis estadistico y
garantizar que son independientes de la particion entre datos de entrenamiento y
prueba. Consiste en repetir y calcular la media aritmética obtenida de las medidas
de evaluacion sobre diferentes particiones. Se utiliza en entornos donde el objetivo
principal es la prediccién y se quiere estimar como de preciso es un modelo que se

llevara a cabo a la practica.

La validacién cruzada proviene de la mejora del método de retencién o holdout
method. Este consiste en dividir en dos conjuntos complementarios los datos de
muestra, realizar el analisis de un subconjunto (denominado datos de entrenamiento
o training set), y validar el andlisis en el otro subconjunto (denominado datos de
prueba o test set), de forma que la funciéon de aproximacién sélo se ajusta con el
conjunto de datos de entrenamiento y a partir de aqui calcula los valores de salida
para el conjunto de datos de prueba (valores que no ha analizado antes). La ventaja

de este método es que es muy rapido a la hora de computar. (Stuart, 2004)
1.5.4 Validacién Externa (test set)

En muchos de los procedimientos se han desarrollado analisis de regresion, fue uno
de los primeros enfoques a ser desarrollados. Los datos utilizados para construir 0
descubrir una relacion predictiva se denominan datos de entrenamiento conjunto. La
mayoria de los enfoques que se busca a través de los datos de formacién de
relaciones empiricas tienden a sobreajustar los datos, lo que significa que se
pueden identificar las relaciones aparentes en los datos de entrenamiento que no se
sostienen en general. Un equipo de prueba es un conjunto de datos que es
independiente de los datos de entrenamiento, pero que sigue la misma distribucién
de probabilidad como los datos de entrenamiento. Si un modelo de ajuste para el
conjunto de entrenamiento también se ajusta a la prueba se establece que un
sobreajuste minimo ha tenido lugar. Si el modelo se ajusta el conjunto de
entrenamiento mucho mejor de lo que se ajusta a la prueba de conjunto, es

probable que la causa se sobreajuste.

Con el fin de evitar sobreajustes, cuando cualquier parametro de clasificacion
necesita ser ajustada, es necesario tener un conjunto de validacién, ademas de los

conjuntos de entrenamiento y prueba. (Cohen et al, 2007)
1.6 Modelo de Prediccion

Una vez determinados cuales fueron las técnicas utilizadas en el pre tratamiento de
los espectros se realizaron los siguientes pasos para obtener el modelo de

prediccion.


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=M%C3%A9todo_de_retenci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Conjunto
https://es.wikipedia.org/wiki/Subconjunto
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Funci%C3%B3n_de_aproximaci%C3%B3n&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Conjunto
https://es.wikipedia.org/wiki/Computaci%C3%B3n
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Regression_analysis&usg=ALkJrhhdKrPKQioEyeTy2lKBsCmeWVOrKQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Training_set&usg=ALkJrhiC7x-vAuAeL0y27BXF5VvgH20MmA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Overfit&usg=ALkJrhhS1PAOg8XRSz-9ILS2HMyCaP828w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Independence_%28probability_theory%29&usg=ALkJrhi_CjGK74H_-A0_KjQLuBVwhWnvHw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Probability_distribution&usg=ALkJrhgDt8kIEUR5_ETENVkq7sp0sy0uQA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Probability_distribution&usg=ALkJrhgDt8kIEUR5_ETENVkq7sp0sy0uQA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dtest%2Bset%26biw%3D1024%26bih%3D417&rurl=translate.google.com.ec&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Overfitting&usg=ALkJrhgtT7G64bY_4zAwiYSuoBMXQhdujA
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Para trabajar con los
espectros obtenidos en el IR,
utilizar las longitudes de onda

de 780 a 1800 cm-*
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En este rango estan las
bandas de los grupos
caracteristicos
especificos de
doblamiento (amidas) y
las bandas de huellas
de las moléculas

Elaboracién de la base de
datos en excel

A 4

Digitalizacion de los
espectros. Se unieron todos
los espectros de las carnes
de cerdo y pollo obtenidos
durante los diferentes dias y
horas.

A los datos en Excel se aplica
el pre tratamiento SNV
(descrito arriba)

A 4

Luego aplicar el célculo de la
Derivada segunda

/

Los espectros son en base
proteica por lo tanto no
existen mayores
diferencias. Por lo que
para poder calcular el
modelo entre los espectros
y las cargas bacterianas se
calcula la Derivada
segunda en las muestras
de carne de cerdo y pollo.

Normalizar los espectros en
derivada segunda con la
misma transformada SNV
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En Excel cargar la matriz de Las cargas
los espectros y el vector con bacterianas de E.coli
se encuentran en
las cargas bacterianas de E. logaritmos
A decimales
coli (respuesta)

\ 4
. /
Utilizar el programa Matlab Rutina de seleccion de
para la determinacién del variables y de
modelizacion GA
modelo _TOOLBOX
Entrenar el training set /

utilizandan GA TONOIRAOY

Trasponer la matriz de los
espectros y de las respuestas

/

Se obtienen subconjuntos de

v muestras que no seran
utilizadas para la construccion
Ap|icar rutina "Prep" para del modelo de prediccién, se
utilizaran para la validacion
autoescalar los valores de los externa del mismo. El Test set
esta constituido por el 30 % de
espectros muestras.

/

Se realiza este

A 4

entrenamiento para que
por medio de algoritmos
genéticos seleccione
las frecuencias mas
significativas para

Entrenar el training set
utilizando GA_TOOLBOX

construir el mejor
modelo de prediccion

Se utiliza los valores de los

resultados microbiolégicos de E.

coli, y se forman 2 clases.
Hacer un modelo de Se utilizaron en un rango 10°a

i’ .z . . 10° tal y como indica la norma

clasificacion binaria NTE INEN 1338:12 requisitos

microbioldégicos para carnes

tanto de cerdo como de pollo.

/

A 4

Construccion de una nueva

matriz de derivadas Retiene solo
las variables

esnectrales seleccionadas
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2
!
Nos da el
Recalcular el modelo KNN mejor valor de
. ’ No Error Rate
cambiando el nimero de Cross
vecinos “K” Validated
/
v
Obtencion del modelo de
prediccion. Validaciéon
externa.
v !
L, Se puede
El modelo de prediccion aplicar este
queda guardado en la modelo con
nuevas
memoria del programa muestras
Matlab /

l

Los métodos de clasificacion son métodos que tienen el objetivo de construir, sobre la base
de un nimero de variables independientes (descriptores), un modelo capaz de identificar la
clase a la que pertenece cada uno de los objetos. Ademas los métodos de regresién se
utilizan para identificar una relaciéon funcional entre las variables independientes y una
respuesta cuantitativa, los métodos de clasificacién buscan una relacion entre las variables
independientes y una respuesta cualitativa (clase).
La condicién necesaria para que métodos de clasificacién sean aplicables es que las clases
se definan de antemano y que cada objeto en el conjunto de entrenamiento se asigne a una

de las clases definidas (Todeschini, 1998).

Para este estudio se utilizaron 2 clases, las cuales seran revisadas en el siguiente capitulo y

en la discusién.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

Los resultados obtenidos aplicando los métodos descritos en el capitulo anterior son los
siguientes:

2.1 Analisis microbiolégico:

Como se indico anteriormente se realizaron los analisis microbiolégicos de Contaje total
(mesodfilos totales) y bacterias coliformes (coliformes totales y E. coli) en las muestras de
carne molida de pollo y cerdo. Se realizaron estos andlisis porque son parte de los

requisitos de la norma NTE INEN 1338:12 para carnes y productos carnicos.

No se realizaron analisis de Staphylococcus aureus y Salmonella, ya que E. coli es la
bacteria que es endémica en carnes de pollo y cerdo y produce mayor contaminacion
bacteriana en alimentos crudos y como se explicé en la Introduccion, es la responsable de
muchas enfermedades y pérdidas econdmicas en el procesamiento de carnicos debido a su

alto potencial de infeccién asi como de deterioro.

Tabla 1. Resultados de los analisis microbioldgicos en las muestras de carne de cerdo

Contaje Total en Placa (UEC/gr)
Mesofilos Totales Coliformes Totales Coliformes Fecales (E.coli)
NGmero de Base Base Base

muestreo Base 10 |Logaritmica Base 10 |Logaritmica Base 10 Logaritmica
X 200[ 2.301029996 20| 1.301029996 10 1
2 600| 2.77815125 300| 2.477121255 50 .698970004
3 1800][ 3,255272505 500][ 2.698970004 120 .079181246
P 2500| 3,397940009 1200| 3,079181246 190 .278753601
= 5000| 3,698970004 2200| 3,342422681 280 . 447158031
[= B8000| 3,903089987 000| 3,477121255 370 .568201724
7 14000| 4,146128036 7000| _3.84509804 500 .698970004
8 25000| 4,397940009 10000 a 890 .949390007
) 52000| 4,716003344 16000]| 4.204119983 1600 3.204119983
10 B80000| 4,903089987 20000| 4,301029996 2700| 3.431363764
11 120000][ 5,07918124 78000| 4,892094603 3500| 3,544068044
2 175000] 5,24303804 95000] 4, 723605 4500] 3.653212514
3 240000][ 5,38021124 110000 2685 10000 a
4 480000] 5,68124123 250000 540009 23000| 4,361727836
5 850000]| 5.92941892 ‘460000 757832 48000| 4,681241237
6 1200000| 6.079181246 780000 5.892094603 76000| _4,880813592
17 2500000| 6.397940009 890000 5.949390007 120000|  5.079181246
18 3600000| 6.556302501 2600000] 6.414973348 250000 _5,397940009
S 5600000| 6.748188027 3400000] 6.531478917 68000| _4,832508913|
o) 89500000]| 6,949350007 4500000] 6,65 2514 400000 .146128036]|
1 13000000| 7,113943352 6000000 77 25 400000 .146128036]|
E 28000000| 7.447158031 6000000 77 25 400000 .146128036|
E 56000000| 7.748188027 6000000 77 25 400000 .146128036
¥ 300000000] 8,477121255 6000000 77 25 400000| __6.146128036
25 2400000000]| 9.380211242 6000000[ _6.77815125 1400000| 6.146128036
26 2500000000]|_9.397940009 6000000[ _6.77815125 1400000| 6.146128036
27 20| 1,301029996 10 1 EXe) 1
28 300 2,477121255 150] 2.176091259 00 2
S 1200]| 3,079181246 500| 2,698970004 50 .176091259
o) 5000| 3,698970004 1000 3 00 477121255
1 8000| 3,903089987 1900| 3,278753601 500 .698970004
> 10000 a 3000| 3,477121255 900 .954242509
3 300[ 2.477121255 100 2> 20 .301029996
34 800[| 2,903089987 500| 2.698970004 200|__2.,301029996
35 2000| 3,301029996 900| 2.954242509 500|  2.698970004
6 4900] _3,6901960 1500] 3,176091259 1200 .079181246
7 6300| 3,79934054: 3000| 3,477121255 2800 . 447158031
8 12000| 4,.07918124 7000| _3.84509804 5000 ,698970004
S 250| 2,39794000: 120[| 2.079181246 80 .903089987
40 600 =2.77815125 400][ 2,602059991 230 .361727836
a1 3000| 3.477121255 1800| 3,255272505 950 977723605
a2 5000| 3,.698970004 3000| 3.477121255 2900| 3.462397998
a3 50| 1.698970004 20[ 1.301029996 20| 1.301029996
aa 300[| 2,.477121255 170| 2.230448921 100 2
a5 1000 3 860| 2,934498451 480 .681241237
a6 1800| 3,255272505 1000 3 870 .939519253]
a7 600| 3,556302501 2700 3.431363764 2000 .301029996
2 7000| _3.84509804 5000]| 3,698970004 3500 .544068044|
a9 200| 2.301029996 50| 1.698970004 20 .301029996
50 630[ 2,799340549 200| 2,.301029996 90| _1.954242509
51 1400][ 3,146128036 980| 2.991226076 700 2.84509804
52 3500| 3,544068044 2700| 3.431363764 1800 255272505
3 6800| 3,83250891 3900]| 3,591064607 2600 . 414973348
¥ 9000| 3,954 50 5000| 3,698970004 3900 .591064607
S 300 7712125 100 2> 30 477121255
6 2300| 3,36172783 400][ 2,602059991 260 . 414973348
7 4600]| 3.66275783 2500]| 3,397940009 1000 3
58 6500| 3.81291335 4800| 3.681241237 2300| 3.361727836
59 8900| 3,949390007 5600| 3.,748188027 4900 3.69019608
60 12000| 4,079181246 7000| _3.84509804 6200|  3.792391689
1 00| 2,477121255 150] 2.176091259 50| 1,698970004
2 800| 2,903089987 300| 2,477121255 160 2,204119983
3 1700]| 3,230448921 900| 2,954242509 700 2,84509804
a 2600| 3.414973348 2000]| 3,30102999 1400 3.146128036|
65 4500] 3.653212514 4000| 3,.602059991 2000| _3.301029996|
66 7000| _3.84509804 5800| 3,763427994 2300| 3.361727836
67 12500| 4.096910013 8500| 3.929418926 3800| 3.579783597
68 18000| 4,255272505 10000 a 6000 3,77815125
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Tabla 2. Resultados de los analisis microbiol6gicos en las muestras de carne de pollo

Contaje Total en Placa (UFC/gr)

Mesofilos Totales Coliformes Totales Coliformes Fecales (E.coli)
Numero de Base 10 que . Base 10 Bgse : Base 10 Ba_se .
muestra Logaritmica Logaritmica Logaritmica
1 200| 2,301029996 50| 1,698970004 20 1,301029996
2 900| 2,954242509 180| 2,255272505 80 1,903089987
3 3000| 3,477121255 1000 3 250 2,397940009
4 150| 2,176091259 20| 1,301029996 10 1
5 600| 2,77815125 200| 2,301029996 80 1,903089987
6 2500| 3,397940009 600| 2,77815125 300 2,477121255
7 5000| 3,698970004 2800| 3,447158031 500 2,698970004
8 7500| 3,875061263 5000| 3,698970004 1000 3
9 12000| 4,079181246 8000| 3,903089987 2500 3,397940009
10 25000 4,397940009 10000 4 4500 3,653212514
11 38000| 4,579783597 18000| 4,255272505 8500 3,929418926
12 90000 4,954242509 25000| 4,397940009 12000 4,079181246
13 125000| 5,096910013 36000| 4,556302501 20000 4,301029996
14 100 2 50| 1,698970004 20 1,301029996
15 500| 2,698970004 300| 2,477121255 100 2
16 2600| 3,414973348 700|  2,84509804 300 2,477121255
17 3700| 3,568201724 2000| 3,301029996 600 2,77815125
18 4800 3,681241237 3600| 3,556302501 1500 3,176091259
19 7000| 3,84509804 5000| 3,698970004 3500 3,544068044
20 9000| 3,954242509 7500| 3,875061263 5000 3,698970004
21 15000| 4,176091259 12000| 4,079181246 6800 3,832508913
22 21000| 4,322219295 18000| 4,255272505 8000 3,903089987
23 100 2 80| 1,903089987 30 1,477121255
24 400 2,602059991 350| 2,544068044 150 2,176091259
25 1800| 3,255272505 850| 2,929418926 420 2,62324929
26 2900| 3,462397998 2700| 3,431363764 1800 3,255272505
27 4500 3,653212514 4200]  3,62324929 2900 3,462397998
28 300| 2,477121255 120| 2,079181246 50 1,698970004
29 1500| 3,176091259 450| 2,653212514 200 2,301029996
30 3800| 3,579783597 2500| 3,397940009 1800 3,255272505
31 5900| 3,770852012 3800| 3,579783597 3200 3,505149978
32 8700| 3,939519253 5000| 3,698970004 7600 3,880813592
33 200| 2,301029996 80| 1,903089987 20 1,301029996
34 800| 2,903089987 200| 2,301029996 150 2,176091259
35 2800| 3,447158031 1200 3,079181246 300 2,477121255
36 5000| 3,698970004 2900| 3,462397998 1500 3,176091259
37 8300| 3,919078092 4200]  3,62324929 2800 3,447158031
38 15000| 4,176091259 7000|  3,84509804 3900 3,591064607
39 28000| 4,447158031 10000 4 4500 3,653212514
40 45000| 4,653212514 15000| 4,176091259 6900 3,838849091
41 60000 4,77815125 21000| 4,322219295 8000 3,903089987
42 100000 5 32000| 4,505149978 15000 4,176091259
43 180000| 5,255272505 40000 4,602059991 21000 4,322219295
44 210000| 5,322219295 68000| 4,832508913 28000 4,447158031
45 290000| 5,462397998 76000| 4,880813592 32000 4,505149978
46 100 2 80| 1,903089987 50 1,698970004
47 800| 2,903089987 300| 2,477121255 150 2,176091259
48 5000| 3,698970004 3000| 3,477121255 300 2,477121255
49 18000| 4,255272505 7000|  3,84509804 500 2,698970004
50 300000f 5,477121255 15000| 4,176091259 1000 3
51 200| 2,301029996 100 2 40 1,602059991
52 600| 2,77815125 500| 2,698970004 200 2,301029996
53 8000| 3,903089987 2500| 3,397940009 300 2,477121255
54 15000| 4,176091259 5600| 3,748188027 800 2,903089987
55 250000| 5,397940009 18000| 4,255272505 1500 3,176091259
56 400000{ 5,602059991 25000| 4,397940009 1600 3,204119983
57 50| 1,698970004 20| 1,301029996 10 1
58 900| 2,954242509 400| 2,602059991 200 2,301029996
59 3000| 3,477121255 2500| 3,397940009 500 2,698970004
60 15000| 4,176091259 8000| 3,903089987 900 2,954242509
61 200| 2,301029996 120| 2,079181246 30 1,477121255
62 1000 3 300| 2,477121255 180 2,255272505
63 2800| 3,447158031 1500 3,176091259 500 2,698970004
64 5900| 3,770852012 4900]  3,69019608 1200 3,079181246
65 8700| 3,939519253 6000| 3,77815125 2900 3,462397998
66 15000| 4,176091259 10000 4 4000 3,602059991
67 300000f 5,477121255 260000| 5,414973348 250000 5,397940009
68 380000| 5,579783597 300000| 5,477121255 320000 5,505149978
69 420000 5,62324929 410000 5,612783857 400000 5,602059991
70 460000( 5,662757832 520000/ 5,716003344 480000 5,681241237
71 500000[ 5,698970004 630000 5,799340549 560000 5,748188027
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2.2 Resultados del modelo de prediccion:

Para determinar el mejor modelo de prediccion para la carne de cerdo y pollo, se
consiguieron los espectros FT-IR, los cuales como se comentd en el capitulo anterior fueron
sometidos a los pre tratamientos de suavizacion, correccion de la linea de base, derivada
segunda y SNV, para poder obtener espectros que puedan ser facilmente digitalizados y

auto escalados.

Con el método de algoritmos genéticos para la construccién del modelo de prediccién, se
puede seleccionar las longitudes de onda que nos va a permitir obtener la mejor
clasificacion K-NN. Se determinaron las bandas que fueron seleccionadas por el modelo
para las muestras de cerdo y pollo, y las cuales nos indican a que rango en el espectro

pertenecen. Ver Tabla 3 y tabla 11.

Se obtuvieron también la tasa de éxito de clasificacion, el NER CV (no error rate cross

validated) o la tasa de no Error, con validacion cruzada para el training set. Tabla 4 y 12.

Gréficamente se puede observar la tasa de éxito de clasificacion del modelo en relacion a
las variables. Se determind que al aumentar el nimero de variables la tasa de éxito
disminuye considerablemente. Para carne de cerdo ver figura 5, para carne de pollo ver

figura 7.

En las tablas 7 y 15 se encuentran la matriz de confusion para las muestras de carne, nos
indican los resultados de la clasificacion. En esta matriz las filas representan las clases
verdaderas o clases de objetos que pertenecen al conjunto de entrenamiento, mientras que
las columnas representan las clases asignadas a los objetos después de la aplicacion de
una técnica de clasificacion de clases o clases calculadas anteriormente por medio del

training set.

Los parametros de calidad del modelo de clasificacion se pueden obtener a partir de la
matriz de confusion del training set, estos se dan para cada una de las clases y son:

precisién, sensibilidad y especificidad. Ver tablas 8 y 16.

La precision: viene dada por la concordancia entre los resultados de sucesivas mediciones

de la misma muestra, llevada a cabo bajo ciertas condiciones.
La sensibilidad: define la capacidad de una clase para representar objetos de esa clase.

La especificidad: define la capacidad de una clase de aislar de las otras clases de los

objetos de esa clase, es decir, su grado de pureza.

Los resultados del Test Set, que es la validacion externa del modelo y el cual nos da la tasa
de error real que se puede llegar a obtener cuando este modelo de prediccion se utilice para
analizar muestras nuevas. Las tablas 9,10 y 17, 18 muestran los parametros de calidad y la

matriz de confusién del modelo para cerdo y pollo.



Rosales Medina 22

2.2.1 Resultados de los Anadlisis de los datos de las muestras de cerdo.

final stepwise selection
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Figura 5. Calidad del modelo en funcion del nimero de variables para la carne de cerdo

Tabla 3. Bandas seleccionadas por el algoritmo genético para carne de cerdo

NE Longipud de ond§11
Seleccionada (cm™)

1 1557

2 1559

3 901

4 1663

Tabla 4. Parametros de calidad del modelo de prediccién para el training set de carne de

cerdo
No de objetos en el No variables NER CV
training set escogidas

48 4 0.78947368




Tabla 5. Resultados del Training set para carne de cerdo
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cm?
1557 1559 901 1663 Clase
No 1 2 3 4 verdadera
1 -0,46342106( -0,57728191| -0,21190302| -0,29863105 1
2 -1,27331649( -1,54835238| 0,22887844| 0,15431121 1
3 -0,19937836( -0,20428796| 1,57715116| -2,78981344 1
4 0,5532667| 0,52883809| 1,6290078| -0,97804443 1
5 -0,23269216( -0,3200447| -0,16868915| -0,14765029 1
6 1,08381977| 1,00472693| 1,0672275( -2,18589044 2
7 0,04739051( -0,03708377| 0,51408998| -0,60059255 2
8 0,38052849( 0,40021949( -0,13411806| 0,15431121 2
9 2,13258748| 2,22660369| 0,35852005( 0,98470534 2
10 0,54092825( 0,34877205( -0,25511689| 0,07882083 2
11 0,44222071| 0,2973246( 0,29802063| -0,67608292 2
12 0,65197425( 0,60600926( -0,26375966| 0,68274384 2
13 2,65080211| 2,81824927| -0,70454113| 1,58862835 2
14 0,44222071| 0,36163391( -0,16868915| 0,30529196 2
15 -0,09820312( -0,06280749| 1,57715116| -0,52510217 2
16 -0,32646433( -0,38435401| 0,39309115| -0,97804443 2
17 0,24480561| 0,14298228( -0,05633309| -0,14765029 2
18 0,60262047( 0,67031856( -0,20326025| 0,22980158 2
19 -0,81136516( -0,97214103| 0,55730385| -1,28000593 2
20 -1,57881636( -1,43516801| -1,22310756| 1,36215722 1
21 -2,05261259( -1,62938211| -3,64308422| 0,38078234 1
22 -2,19820623| -1,9604464| -2,99297478| -0,07215992 1
23 -1,4825765| -1,25896052| -1,00703821| -0,07215992 1
24 -0,51524252( -0,50011075] -0,17733192| 0,15431121 1
25 -0,17099994( -0,12711679] -0,75639777| 1,06019572 1
26 -1,60842862| -1,52777341| -0,9119677| 0,75823421 2
27 -0,14879074| 0,06581111| -0,12547528] -0,29863105 2
28 -0,46342106( -0,57728191| -0,21190302| -0,29863105 1
29 -1,15967943( -1,41201666| 0,11652238| 0,53176309 1
30 -1,27331649| -1,54835238| 0,22887844| 0,15431121 1
31 -0,19937836( -0,20428796| 1,57715116| -2,78981344 2
32 0,5532667| 0,52883809| 1,6290078| -0,97804443 2
33 -0,23269216( -0,3200447| -0,16868915| -0,14765029 1
34 0,49157448| 0,42594321( -0,47118623| 1,13568609 1
35 1,08381977| 1,00472693| 1,0672275( -2,18589044 1
36 0,04739051( -0,03708377| 0,51408998| -0,60059255 2
37 0,70132802( 0,82466089( 1,2660113| 1,13568609 2
38 -0,16483072( -0,24287354| -0,50575733| 0,45627271 1
39 2,13258748| 2,22660369| 0,35852005( 0,98470534 1
40 0,44222071| 0,2973246( 0,29802063| -0,67608292 2
41 0,25714405( 0,20729158( 0,23752122| -0,52510217 2
42 1,24421954| 1,09475996| 0,44494779( -0,82706367 2
43 0,65197425( 0,60600926( -0,26375966| 0,68274384 1
44 2,65080211( 2,81824927| -0,70454113| 1,58862835 1
45 0,44222071| 0,36163391( -0,16868915| 0,30529196 1
46 -0,09820312( -0,06280749| 1,57715116| -0,52510217 2
47 0,24480561| 0,14298228( -0,05633309| -0,14765029 2
48 -0,81136516( -0,97214103| 0,55730385| -1,28000593 2
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Tabla 6. Resultados del Test set para carne de cerdo

cm™
1557 1559 901 1663 Clase Clase
No 1 2 3 4 Verdadera | predecida
1 0,02271362 | 0,18156786 | 1,80186328 | -0,29863105 1 2
2 -1,15967943 | -1,41201666 | 0,11652238 | 0,53176309 1 1
3 0,49157448 | 0,42594321 |-0,47118623| 1,13568609 1 1
4 0,70132802 | 0,82466089 | 1,2660113 | 1,13568609 2 2
5 -0,16483072 | -0,24287354 | -0,50575733 | 0,45627271 2 2
6 0,25714405 | 0,20729158 | 0,23752122 | -0,52510217 2 2
7 1,24421954 | 1,09475996 | 0,44494779 |-0,82706367 2 2
8 0,40520537 | 0,79893717 |-1,68981734 | 2,41902248 1 1
9 -1,2066889 |-1,09818727 [-1,16260814 | 1,58862835 1 1
10 -0,86071894 | -0,90525936 | -0,21190302 | 0,22980158 1 1
11 -0,20678143 | -0,10139307 | -0,93789602 | 1,28666684 2 1
12 -0,47452565 | -0,30718284 | -0,52304288 | 1,28666684 2 1
13 -1,50972107 | -1,22166113 | -0,79961164 | -0,29863105 1 1
14 -1,76389301 | -1,61523406 | -1,56017573 | 0,15431121 1 1
15 -0,14879074 | 0,06581111 | -0,12547528 | -0,29863105 1 2
16 0,02271362 | 0,18156786 | 1,80186328 | -0,29863105 1 2
17 0,38052849 | 0,40021949 |-0,13411806 | 0,15431121 2 2
18 0,54092825 | 0,34877205 |-0,25511689 | 0,07882083 2 2
19 -0,32646433 | -0,38435401 | 0,39309115 |-0,97804443 2 2
20 0,60262047 | 0,67031856 |-0,20326025 | 0,22980158 2 2
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Figura 6. Espectros FT-IR de la muestra de carne de cerdo, en ella se puede observar en
color verde la onda del espectro original, de color rojo el espectro tratado con derivada
segunda. Ademas se visualiza la region donde se encuentran las amidas (C=0) a una
longitud de onda de aproximadamente 1667 cm™ y las zona donde se encuentran
localizadas las ondas (901 cm™) de las huellas (fingerprint) de este espectro y que fue
clasificado por el algoritmo.
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Tabla 7. Matriz de confusion para carne de cerdo

External Predicted Class
Clase
verdadera N 1 2
1 22 12 10
2 26 13 13

48 25 23

Tabla 8. Parametros de calidad para el training set de carne de cerdo

Clasel Clase2
Prec 0,48 0,56521739
Sens 0,54545455 0,5
Spec 0,5 0,54545455
NER: 0,5208

Tabla 9. Parametros de calidad del modelo para el Test set para carne de cerdo

Clasel Clase2
Prec 0,875 0,27272727
Sens 0,7 0,88888889
Spec 0,88888889 0,7
NER: 0,7894

Tabla 10. Matriz de confusidn del Test set para carne de cerdo

External Predicted Class
Clase
verdadera N 1 2
1 10 7 3
2 9 1 8
19 8 11



2.2.2 Resultados de los Anélisis de los datos de las muestras de pollo.
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Figura 7. Calidad del modelo en funcion del nimero de variables para la carne de pollo

Tabla 11. Bandas seleccionadas por el algoritmo genético para carne de pollo

Tabla 12.

NE Longi_tud de ond§11
Seleccionada (cm™)

1 1255

2 1475

3 895

4 939

5 1017

6 1119

7 1121

8 1203

9 1671

Parametros de calidad del modelo de prediccién para el training set de carne de
pollo
No de objetos en el No variables NER CV
training set escogidas
50 9 0.78
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Tabla 13. Resultados del Training set para carne de pollo

cm?
1255 1475 895 939 1017 1119 1121 1203 1671 Clase
No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 verdadera
1 0,23850556| 1,70690312| 1,06015085| -0,47554916] -1,86685552| -2,10946665( -2,07050727( -1,9032306| -1,0392137 1
2 0,69166612| 1,33241297| 1,16345684| -1,96234504| -1,23453636| -1,36776342( -1,27270463| -1,18397912| -1,20057876 1
3 0,69166612| 1,33241297| 1,16345684| -1,96234504| -1,23453636| -1,36776342| -1,27270463| -1,18397912| -1,20057876 1
4 0,9182464| -2,07204302| -0,42548764| 1,14848941| 1,4212041| 1,91798186| 1,83147294| 2,50218474| 1,38126217 1
5 -0,83476946| -3,15295779( -2,82120269( 1,13705252| 1,92705943| 0,33815399| 0,32290066( 1,60312039| 2,67218264 1
6 -0,71551668| 0,23447591( -1,05516223( -0,20106377| 0,15656579| -0,84857117| -0,83753955( 1,42330752| -1,20057876 2
7 -1,90804447( -0,04639171| -1,90128746| 0,95406226| 0,5991892( -0,92274149| -1,1276496| 0,43433672| 2,02672241 2
8 -1,43103335|  -0,429393] -0,23363366| 0,22210121] -0,34928954| 2,22208018| 2,30290177| 0,34443029| -0,03068209 2
9 -0,11925278| 0,85578913| 0,68136223| -0,18962688| -1,17130445| -1,07108213| -1,05512209] -1,27388555| -0,35341221 1
10 3,31E-15| 0,86430027( 1,07982818| -0,61279186| -0,91837678| -1,2935931| -1,1276496| -0,73444694| -1,1602375 1
11 0,11925278| 0,19192021( 0,61249157( -0,38405403| -0,41252146| -1,21942278| -1,05512209( -0,3748212| 0,13068297 1
12 -1,31178057] -0,53152668( -0,52879363| 0,91975158| 0,28302962| -1,14525246| -1,05512209( -0,55463407| -0,03068209 2
13 -0,35775834| 0,54087695| 0,83878088| 0,01623716]| -0,41252146| -1,44193375| -1,34523214| -0,46472763| -0,23238841 2
14 -1,19252779| 0,06425311] -0,51895496| 0,72532443| 0,72565303| -1,07108213| -1,1276496| -1,00416625| -0,55511853 2
15 0,47701112| 0,14936451| -0,20411767| -0,38405403| -0,53898529| -0,99691181 | -0,98259458| -0,28491476| 0,29204803 1
16 3,31E-15| 0,43023213( -0,28774632| -0,10956864| -0,85514487| -1,66444471| -1,56281468| -0,01519545| -0,43409473 1
17 0,75129251| 0,51534353( 0,44031492| -0,65853943| -0,6022172| -0,77440084| -0,83753955( -1,18397912| 0,41307182 2
18 1,12097613| 0,56641037| 0,83386154| -0,60135497( -0,79191295| 0,11564302| 0,25037315| -0,73444694| -0,19204715 1
19 0,72744195| 0,36214301| 0,59773357| 0,40509147] -0,53898529| 0,56066496| 0,61301071( -1,09407268| 0,17102423 2
20 2,07499836( 2,07288214| 1,67506744| -2,23683043| -1,48746403( -0,18103827] -0,11226442)| -0,28491476| -0,79716612 2
21 1,41910807| 1,68988084| 1,48321347| -2,39694691| -1,42423211) -0,10686794| -0,11226442| -0,28491476| -0,87784865 2
22 -0,35775834/ -0,61663808| -1,16830688| 0,6338293| 0,53595728| -0,77440084| -0,91006706| 0,43433672| 0,45341309 1
23 -0,47701112| -0,56557124[ 0,24354161( -0,20106377] -0,15959379] -0,55188988( -0,69248452( -0,19500833| -0,15170588 1
24 -0,71551668| -0,88899456( -0,54355163| 0,17635364| 0,28302962| -0,18103827| -0,40237447( 0,07471098| 0,65511941 1
25 -0,47701112| -0,59110466( -0,62718028| 0,39365458| 0,28302962| -0,70023052| -0,91006706( -0,10510189| 0,09034171 2
26 -0,35775834| -0,71026062] -0,79935693| 0,91975158| 0,53595728| -0,70023052| -0,69248452| 0,07471098| 0,00965918 2
27 -0,47701112| -0,6847272| -0,32710098| 1,18280008| 0,53595728| -0,18103827| -0,40237447| -0,28491476| 0,7761432 2
28 -0,47701112| -0,65919378| -0,27298832| 0,79394578| 0,28302962| -0,6260602| -0,76501204| -0,01519545| -0,11136462 2
29 -1,19252779] -0,65068264( -0,93709824| 0,72532443| 0,2197977| -0,47771955| -0,5474295( -0,10510189| 0,85682573 2
30 -1,66953891| -0,29321477( -0,4943583| 1,04555739| 1,16827644| -0,47771955| -0,47490198( -0,19500833| 0,49375435 2
31 1,59798724| -0,83792772| -0,62226095| -1,13888886( 2,19263348| 0,56066496| 0,17784563| -2,26285635( 1,70399229 2
32 0,11925278| 0,16638679| 0,27797694| -0,25824823| -0,15959379| -0,18103827( -0,32984696| -0,19500833| -0,67614232 1
33 -0,35775834| -1,34008498| -1,03056557| 1,06843117| 1,67413177| 1,15402754| 1,19323082| 0,34443029| -0,59545979 1
34 0,98979807| -0,40385958| 0,57313691| -0,25824823| -0,03312996| 0,41232431[ 0,46795569| 0,52424316| -0,91818991 1
35 1,01364862| 0,32809845| 1,25692416| 0,32503323| -0,09636188| 0,85734625| 0,97564828| 1,06368177| -0,15170588 1
36 0,23850556| 0,47278783| 0,72563622| -0,13244242| -0,6022172| 2,07373953| 2,1941105( 1,42330752| -1,64433267 1
37 -0,11925278| -0,02936943( 0,92240953| 0,01623716] -0,34928954| 1,00568689| 0,97564828| 0,79396247 -1,846039 1
38 0,11925278] -0,01234715| 0,29765427| -0,12100553| -0,09636188| 1,15402754( 1,12070331| 0,43433672| 0,2113655 2
39 0,11925278| 0,47278783| 0,14023563| 0,22210121| -0,15959379| 0,26398367( 0,32290066| -0,01519545| -0,55511853 1
40 3,31E-15| -0,96559482| -0,85346959| 0,69101375| 1,48443602| 0,56066496| 0,46795569| 0,34443029| 0,2113655 1
41 -2,26580281| -0,08894741| 0,11071963| 1,17136319]| -0,66544912| 0,85734625| 0,46795569| 1,33340108| -0,83750738 1
42 0,11925278| 0,16638679( 0,27797694| -0,25824823| -0,15959379| -0,18103827| -0,32984696( -0,19500833| -0,67614232 1
43 -0,35775834| -1,34008498( -1,03056557| 1,06843117| 1,67413177| 1,15402754| 1,19323082( 0,34443029| -0,59545979 1
44 -0,23850556| -0,9400614| 0,14023563| 0,29072256| 0,66242111| 0,93151657| 1,04817579| 0,43433672| 0,09034171 2
45 0,98979807] -0,40385958| 0,57313691| -0,25824823| -0,03312996| 0,41232431[ 0,46795569| 0,52424316| -0,91818991 2
46 1,01364862[ 0,32809845| 1,25692416| 0,32503323| -0,09636188| 0,85734625| 0,97564828| 1,06368177| -0,15170588 2
47 1,86034336( 2,11543784| 1,71934144| -2,63712163| -1,23453636| 0,56066496| 0,46795569| -0,19500833| -0,83750738 2
48 1,4071828| 2,32821634| 2,0145014| -2,55706339] -1,74039169| -0,03269762| 0,10531812| -0,3748212| 0,33238929 2
49 1,8364928| 2,54950598| 1,68490611| -2,51131583] -1,99331936| 0,11564302| 0,17784563| -0,6445405| -1,07955497 2
50 0,83476946| 0,89834483| 0,49934692| 0,50802349| -1,29776828[ 0,7090056| 0,75806574| -0,91425981| 0,53409562 2
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Tabla 14. Resultado del Test set para carne de pollo

-1

cm
1255 1475 895 939 1017 1119 1121 1203 1671 Clase Clase
No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 verdadera | Predecida
1 -1,90804447 | -0,5996158 |-1,09943623 | 0,33647012 | 1,10504452 | -0,6260602 | -0,5474295 |-0,55463407 | 2,87388896 1 2
2 -1,43103335 | -0,97410596 | -2,1324961 | 1,80839804 | 1,86382752 | -0,40354923 | -0,25731944 | 0,79396247 | 2,10740494 1 2
3 -1,43103335] -0,5996158 |-1,78322348 | 0,46227593 [ 1,35797219 | 1,30236818 | 1,19323082 | 1,87283969 |-1,40228509 1 1
4 -0,11925278 | -0,08043627 | -1,68975615 | 1,44013014 |-0,15959379 | 0,85734625 | 0,83059325 | 2,32237187 | 2,47047632 2 1
5 1,10905085 | -0,48897098 | -0,72556694 | -0,15531621 | -0,9816087 | 1,95506702 | 2,10707749 | 1,78293326 | 0,45341309 2 2
6 -1,07327501 | -0,52301554 | -0,78459893 | 0,85113023 | 0,72565303 | -0,70023052 | -0,69248452 | -1,18397912 | 1,13921459 1 2
7 -1,31178057 | 0,08127539 | -0,12048901 | 0,82825645 | 0,47272537 |-0,99691181 | -0,91006706 | -1,27388555 | 0,13068297 2 2
8 -1,55028613 | -0,62514922 | -0,66161561 | 1,07986806 | 0,85211686 |-0,47771955 [-0,40237447 | -0,6445405 | 0,69546067 2 2
9 -0,11925278 | -0,12299197 | 0,69612023 | 0,24497499 |-0,15959379 | -0,70023052 | -0,61995701 | -0,46472763 | 0,13068297 1 1
10 0,23850556 | 0,79621115 |-0,02702169 | -0,88727725 | -0,91837678 | -1,51610407 | -1,34523214 | 0,07471098 | 0,81648447 2 1
11 1,81264225 | 1,17921245 [ 1,59143879 | -1,03595684 | -0,91837678 | -0,03269762 | 0,10531812 | -1,45369842 [ -0,59545979 1 1
12 -0,47701112|-1,22092902 | -1,3355642 | 0,8968778 | 0,72565303 |-0,47771955 | -0,47490198 | 0,16461742 | 0,25170676 2 2
13 3,31E-15 | 0,54938809 | 0,95192553 | -0,62422875 [ -0,47575337 [ -1,36776342 | -1,34523214 | -0,28491476 | 0,00965918 2 1
14 1,58606197 | -0,83792772 [ -0,62226095 | -1,13888886 | 2,1799871 | 0,56066496 | 0,17784563 | -2,26285635 | 1,70399229 2 2
15 0,5962639 |-0,36130388 [ -0,14508567 | 0,11916919 | 0,03010195 | 1,07985721 | 1,04817579 | 0,97377534 [-0,91818991 1 1
16 -0,23850556 | -0,9400614 | 0,14023563 | 0,29072256 | 0,66242111 | 0,93151657 | 1,04817579 | 0,43433672 | 0,09034171 1 2
17 0,11925278 | 0,52385467 | 0,55345958 | -0,13244242|-0,91837678 | 1,70288792 | 1,87498944 | 1,51321395 |-0,27272968 1 1
18 3,31E-15 |-0,96559482 | -0,85346959 | 0,69101375 | 1,48443602 | 0,56066496 | 0,46795569 | 0,34443029 | 0,2113655 2 1
19 0,11925278 [-0,04639171 | 0,31733161 |-0,09813175 | 0,09333387 | 0,41232431 | 0,46795569 | 0,70405603 | -0,87784865 1 1
20 0,5962639 |-0,36130388 [-0,14508567 | 0,11916919 [ 0,03010195 | 1,07985721 | 1,04817579 | 0,97377534 [-0,91818991 1 1
21 -0,5962639 | 1,13665675 [ 0,21402562 | 0,32503323 | -0,9816087 | 0,7090056 | 0,75806574 |-1,09407268 [-0,55511853 2 1
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Figura 8. Espectro FT-IR de la muestra de la carne de pollo, se observa de color verde el
espectro original, de rojo el espectro que ha sido tratado con Derivada segunda como pre
tratamiento. También se observa las zonas donde se encuentran las ondas pertenecientes a
Glucidos, amidas C=0 y a los O-CH; ademés de los fingerprint (huellas) detectadas por el
algoritmo.

Tabla 15. Matriz de confusion para carne de pollo

External Predicted Class
Clase
verdadera N 1 2
1 25 19 6
2 25 5 20
50 24 26




Clasel Clase2
Prec 0,79166667 | 0,76923077
Sens 0,76 0,8
Spec 0,8 0,76
NER: 0,78
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Tabla 16. Parametros de calidad para el training set de carne de pollo

Tabla 17. Pardmetros de calidad del modelo para el Test set para carne de pollo

Clasel Clase?2
Prec 0,58333333 | 0,55555556
Sens 0,63636364 0,5
Spec 0,5 0,63636364
NER: 0,6

Tabla 18. Matriz de confusidn del Test set para carne de pollo

External Predicted Class

Clase
verdadera N 1 2
1 11 7 4
2 10 5 5
21 12 9

Para aplicar el modelo de prediccién en nuevas muestras repetir todo el proceso de pre
tratamiento a los nuevos espectros y seguir los pasos descritos en el diagrama de flujo, del
punto 1.6. Este proceso toma cerca de una hora llevar a cabo para poder predecir si la
carne de cerdo o pollo pasan o no de acuerdo a la norma INEN 1338:12, en cuanto al

requisito de E. coli se refiere y poder ser utilizada para procesamiento.
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CAPITULO I
DISCUSION

El método convencional de microbiologia de alimentos, es un método que aunque ha
cambiado en los Ultimos afios con materiales mas compactos e inclusive con el medio de
cultivo adicionado de manera liofilizada en las cajas de andlisis bacteriol6gicos, como es el
caso de las compact dry, es un método que tarda como minimo 24 horas antes de poder

tener una idea del grado de contaminacion de los productos.

La microbiologia moderna esta enrumbandose a nuevas tecnologias de deteccién
microbiana, Esta surgiendo la automatizacién de los laboratorios y los procesos se hacen
mas rapidos que nunca, con mas pruebas estandarizadas y comparables, pero sigue siendo
un problema el tiempo de respuesta, que en el caso de los alimentos para proceso no se
puede esperar para saber si pasa o no la materia prima desde el punto de vista

microbiolégico.

El uso de equipos como el espectrofotometro IR del rango medio, nos ha dado la
oportunidad de estudiar de cerca el comportamiento a determinada temperatura (22 a 25°C)

del deterioro progresivo de la carne de cerdo y pollo en un tiempo de horas.

Al mismo tiempo que se realizaban los andlisis en el IR se realizaron los analisis

microbiolégicos cuyos resultados se muestran en las tablas 1y 2.

Para realizar el modelo de prediccién se utiliz6 el método de clasificacion KNN en
combinacion con el método de algoritmos genéticos, para determinar las longitudes de onda

(variables) que sean las mejores para la clasificacion.

Para este estudio se definié que las clases se designarian de la siguiente manera: Clase 1,
menos de 10° UFC / gr. o < 2 log y mayor a 10° UFC/gr. o 3 log para la clase 2, la
clasificacion se realizé con la bacteria Escherichia coli, ya que es la bacteria que se decidié
sea estudiada para este trabajo, aunque es un microorganismo peligroso es muy facil de
detectar. El rango se tomo de la norma INEN 1338:12, requisitos microbioldgicos para

carnes crudas.

Las bandas seleccionadas (en la carne de cerdo) 1557, 1559 y 1663 cm™ y la banda 1671
cm™ en el pollo, pertenecen al grupo de las amidas (C=0), las cuales son parte de las

proteinas.

El resto de bandas seleccionadas en ambos casos son huellas dactilares (fingerprint) de los
espectros, asi como también detectd otros tipos de radicales que pueden ser parte de las
degradaciones de las proteinas o formar parte de los constituyentes normales de la carne,

como los glacidos y O=CH3.
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El algoritmo genético detecto el grupo de las amidas que como se indicé son compuestos de
las proteinas, lo cual nos indica que el modelo de prediccidon nos permitird ver en nuevas

muestras su clasificacion. Es decir pasa (clase 1) o no pasa (clase 2).

El NER cv nos da el calculo del error del modelo predictivo, pero para poder obtener el error
verdadero el método KNN se autovalida aplicando la validacion cruzada y para mejorar la
prediccion del modelo se debe realizar una validacion externa. A través de esta validacion
se evalla el desempefio con un conjunto de muestras conocidas no utilizadas y se

determina su capacidad de prediccion para muestras conocidas (Lavine, 2009)

La bondad del modelo se puede determinar a través del NER cv, que en este estudio ha
sido de 78% para la clasificacion de la contaminacién por E. coli en la carne de cerdo con
un 22% de error real. Para el pollo es similar al anterior con un NER cv de 78% y con un

error real de 22%.

A pesar de que el error es un poco alto, esto se debe a que el test set externo sortea los
datos, y estos al no ser suficientes no logra un mejor control externo lo cual provoca un error

mayor.

Otro inconveniente en el momento de realizar la clasificacién se debi6é a que los datos son
en base logaritmica debido a que son andlisis microbiolégicos, lo cual dificulta el mejor

desempefio de la clasificacion.

De la matriz de confusion para el training set (tablas 7 y 15) se observa que las muestras
han sido clasificadas dentro de las dos clases, esta matriz nos ayuda a ver la calidad del

modelo de prediccion.

En la precision se determina el porcentaje de clasificacion asignada por el clasificador, para
el caso de la contaminacién en la carne de cerdo la clase 1 tiene el 48% de asignacion de
las muestras en esta clase, para la clase 2 es del 56,5 %. La sensibilidad que nos permite
ver el porcentaje de clasificacion correcta del clasificador, es alrededor del 50% para ambas
clases, de igual manera la especificidad, que es el porcentaje que el objeto de la clase

considera asignado a la clase, fue del 50% para los dos casos.

En el caso de la contaminacion de la carne de pollo la calidad de la clasificacién que realiza
el modelo de prediccion es en precisiéon de un 79% para la clase 1 y de un 76% para la
clase 2. La sensibilidad esta entre el 77 al 78% y la especificidad cercana al 80%, tanto para

la clase 1 como la clase 2.

Para la validacion externa (test set) se revisa los parametros de calidad de las tablas 9 y 17,
en las que se puede observar que la tasa de NER es del 0,6 para la carne de cerdo y 0,52
para la carne de pollo, por lo tanto el error real de los modelos es del 40% y 48% para cerdo

y pollo, respectivamente. La sensibilidad del modelo en el cerdo para la clase 1 es de 0,7 y
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para la clase 2 es de 0,888. La especificidad tiene valores de 0,888 en la clase 1 y de 0,7 en

la clase 2.

Para el pollo la sensibilidad se encuentra en 0,6363 para la clase 1y de 0,5 en la clase 2. La

especificidad nos da valores de 0,5 clase 1y de 0,6363 para la clase 2.

La validacion externa dio un NER de un poca mas del 50% tanto para clasificacion de clases
en la contaminacion por E. coli en cerdo y pollo, esto se debe a que hay que realizar mayor
namero de muestras para que el clasificador se desempefie mejor. Ademas es importante
recalcar que la contaminacién en la carne de pollo tiende al infinito en los analisis
microbiolégicos en un tiempo mas corto que la carne de cerdo, por lo que se tenian mas

datos del cerdo que del pollo.

De todas maneras el modelo de prediccion nos da un buen resultado para poder trabajar en

muestras futuras y poder clasificarla en clase 1 o 2, y poder aprobar o rechazar la muestra.
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CONCLUSIONES

El método de infrarrojo permite detectar las longitudes de onda de los compuestos
del nitrégeno, propios de la carne que son quienes sufren transformaciones cuando
se deteriora.

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica simple y econdémica, frente a otras
técnicas rapidas del mercado que tienen costos excesivos tanto al inicio como

durante el transcurso del tiempo.

A través de la clasificacion KNN acoplado al algoritmo genético se pudo tener dos
clases bien definidas que permiten clasificar las nuevas muestras y determinar si

pasan o no de acuerdo a la clase en la que encasillen.

Las clases se definieron de los requisitos microbiolégicos maximos y minimos de la
norma INEN 1338:12 para carnes crudas, escogiéndose E. coli como

microorganismo de estudio.

Este método rapido de deteccion nos dice si la carne de cerdo o pollo se encuentra
por debajo de 1072 ufc/gr o 2 log o si se encuentra por encima de 10° 0 3 log de
bacterias E.coli, estos parametros seran los que determinan si la carne pasa o noy

si se puede utilizar de acuerdo a esta contaminacion bacteriana.

Se deberia realizar nuevamente este estudio pero con un mayor cantidad de

muestras y realizar corridas continuas de por lo menos 12 horas.

Este trabajo se podria replicar con las mismas muestras de cerdo y pollo pero
identificando los rangos microbiolégicos para Staphylococcus aureus y para
mesofilos totales, ya que son los microorganismos identificados por la norma INEN

como requisitos para determinar el tiempo de vida util.
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ANEXOS

ANEXO 1

\3

Es una ploca cromogenica listo para usar para el
recuento fotal de gérmenes vivos Compact Dry TC
5 un medio que contiene agar de cultiv estindar y
que sirve para comprobar el recuento total. Debido a la
sal de tetrazollo, Indicador redox, las colonias de
bacterias presantan una coloracédn roja, pudiéndose
con ello distinguir muy ficiimente de posibles restos de
alimentos.

Tralamiento previo de los muestras

Canfidad de gérmenes vivos en el agua o en
alimentos liquidos

Aplique | ml de lo muestra (diltyole en coso
nacesado) en & cantra d& la placa Compact Dry,

Cantidad de gérmenes vivos en alimentos solidos

Agregue una solucian blfer o la prueba y
homegenicelq en & Stemacherd®. Aplique | ml de
la muestra (diiyola en caso necesano] en el
centro de lo Idmina seca de la placa Compact

Dry,

Canfidad de gérmenes vivos en la muestra de lo prueba de hisopo

Frote la superficie con el hisopo y coloquelo en el dispositivo con la solucidn de
absorcion. Aplique | mi de la solucién de absorcion (diliyola en caso necesario] en el
cenfro de la placa Compact Dry.

Instrucciones para la prueba

1. Abra la cubiera y deje coer uno goto de lo muesira sobre lo parfe central de la
placa Compact Dry,

2. La muestra se dispersa automatica y homogéneamente sobre la lamina, y frarsforma
la 1dming seco en un gel en pocas segundes.

3, Vuelva o colocar la cublerfe sobre la placa y anole la Informacién necesaria en lo
seccion de memorando.

4, Gire la ploca cerrada y coléquela en la incubadora,

5. Después de lo incubacion, cuente el nimero de colonias coloreadas en (o parte
posteror de lo placa, B popel blonco colocado debojo de lo placa le oydard o
contar los colonias.

Tiempo de Incubacion 48 + 3 horos
Temperatura de Incubacién 35 £ 2°C ( AOAC) 30 + 2 °C ( NotdVal, MicroVal)

También puede iizer ¢l fiempo/temperatura de incubacion recomendodos en los
reglomentaciones nacionales para el recuento fofol de gérmenes vivas,

Inferpretacion de los resulfodos

Cosi todas Ios colonias que crecen son de color rojo, Las colonios rojos, junto con las de
ofros colores, arcjan el recuento total

c ion y vida en al o
Consérvese a femperatura amblente

(+ 1@ +30°C). Vida en olmacenaje total después de la fabricocion: 18 meses

Notas

* E5 posible que digunas colonias no prasentan un color rope claraments definido.

+ Las altas concentraciones en los plecos hacen que foda el Grea de crecimiento se
vuelve 1050/040, En eite 0aio, diuya la muestra,

» Después del uso, fenga en cuenta los reguiaciones vigentes sobre (o efminacidn de
residuos.

* £l drea de crecimiento es de 20 e, En la parte postedor de la placa hey une
cuadicula de 1 cm. x | em. grovada paro fochitar ef recuento de las colonias. §i tene
dificultades en contar |as colonias debido a que existe un gron nimerc de allas, el
recuento tofol de gémenes vivos se puede obtener multiplicando por 20 el nimero
promedio de colomas por cundricula de vorias cuadriculas

* Lgs placas Compact Dry 56 progucen en ung ubicecion certiicada segun 15O 9001

+ AOAC approval No. 010404

* MicroVal approval No.0703-001LR
+ NoidVal approval No, 033
A OBSERVACIONES
Hoja de amarillo claro.
Apuriencio NG rbsentd poricilos Control viwol
Medida con
pH AT pHmetrs
Perdida por
deeaan Menor ol 10% Contrel visval
No hay crecimiento de colonios & se :
Prueba de esterelidod incuban o 30C por 5 dios Canfrol visual
Las siguientes cepas de prueba se
inacularon y se incubaron a 35 C
Rendimiento aurante 44- 48 horos, debe observarse
buen crecimiento de:
Bacilluy swbtilis ATOC 6633 Cantrol Visual
o P:”?::; Kscherichia coll ATCC 8739
Crecimiento | Kiehyielia pmeumonioe ATCC 13883
Pyeudomonas aeruginava ATCC %127
Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Enlace

C-H

C

C
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Tabla de correlaciones en espectroscopia infrarroja

Tipo de enlace

alquilo

vinilo

aromatico

alquino
aldehido

C=C aciclico

C=C conjugado

C=C aromatico

Tipo especifico de
enlace

metilo

metileno
metino
C:CH2

C=CH
algqueno monosustituido
alqueno cis-disustituido

alqueno trans-
disustituido

alqueno trisustituido
benceno/benceno
sustituido

benceno monosustituido

benceno orto-disustituido

benceno meta-
disustituido

benceno para-
disustituido

algueno monosustituido
alqueno 1,1-disustituido

alqueno cis-1,2-
disustituido

alqueno trans-1,2-
disustituido

alqueno triy
tetrasustituido

dienos
con anillo de benceno
con C=0

Rango e intensidad de
absorcion

1380 cm™ (débil), 1460 cm™
(fuerte) y 2870, 2960 cm™
(ambos, de fuerte a medio)

1470 cm™ (fuerte) y 2850, 2925
cm™ (ambos, de fuerte a medio)

2890 cm™ (débil)

900 cm™ (fuerte) y 2975, 3080 cm’
! (medio)

3020 cm™ (medio)
900, 990 cm™ (ambos fuerte)
670-700 cm™ (fuerte)

965 cm™ (fuerte)
800-840 cm™ (fuerte a medio)
3070 cm™ (débil)

700-750 cm™ (fuerte) y 700410
cm™ (fuerte)

750 cm™ (fuerte)

750-800 cm™ (fuerte) y 860-900
cm™ (fuerte)

800-860 cm™ (fuerte)

3300 cm™ (medio)
2720, 2820 cm™ (medio)
1645 cm™ (medio)
1655 cm™ (medio)

1660 cm™ (medio)
1675 cm™ (medio)

1670 cm™ (débil)

1600, 1650 cm™ (fuerte)
1625 cm™ (fuerte)
1600 cm™ (fuerte)

1450, 1500, 1580, 1600 cm™
(fuerte a débil) - siempre los 4


http://es.wikipedia.org/wiki/Metino
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_vinilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Alqueno
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrocarburo_arom%C3%A1tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Benceno
http://es.wikipedia.org/wiki/Alquino
http://es.wikipedia.org/wiki/Aldeh%C3%ADdo
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_conjugado

C=0

O-H

N-H

C=C

cetona/aldehido

derivados de acido
carboxilico

alcoholes, fenoles

acidos carboxilicos

aminas primarias

aminas
secundarias

iones amonio

alcoholes

fenoles

éteres

acidos carboxilicos

ésteres

alquino terminal
alquino disustituido
alifaticos
saturados/ciclos de 6
miembros

a,B-insaturado

ciclo de 5 miembros

ciclo de 4 miembros
aldehido

acido carboxilico
saturado

acido carboxilico
insaturado/aromatico

ésteres y lactonas

anhidridos

halogenuros
amidas

sales de carboxilatos

primarios
secundarios

terciarios

alifaticos

aromaticos
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2100-2140 cm™ (débil)

2190-2260 cm™ (muy débil, a
veces no visible)

1720 cm™

1685 cm™ (también va para
cetonas aromaticas)

1750 cm™

1775 cm™

1725 cm™ (influencia de la
conjugacion como en las cetonas)

1710 cm™

1680-1690 cm™

1735 cm™ (influencia de la
conjugacion y el tamafio del anillo
como en las cetonas)

1760 y 1820 cm™ (ambos)
1800 cm™
1650 cm™ (amidas asociadas)

1550-1610 cm™ (también va para
zwitteriones aminoacidicos)

3610-3670 cm™ (la concentracion
de la muestra ensancha la
absorcién y la mueve a 3200-
3400 cm™)

3500-3560 cm™ (la concentracion
de la muestra ensancha la
?bsorci()n y la mueve a 3000 cm”

)

doblete entre 3400-3500 cm™ y
1560-1640 cm™ (fuerte)

sobre 3000 cm™ (medio a débil)
se ensancha con muiltiples picos
entre 2400-3200 cm™

1050410 cm™

alrededor de 1100 cm™
1150-1200 cm™

1200 cm™

1120 cm™

1220-1260 cm™

1250-1300 cm™

1100-1300 cm™


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Lactonas&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Halogenuros
http://es.wikipedia.org/wiki/Amidas
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carboxilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenol
http://es.wikipedia.org/wiki/Amina
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol

C-N

C-X
(X=F, ClI,
Br, I)

N-O

aminas alifaticas

C=N

nitrilos (enlace
triple C-N)

isonitrilos (enlace
R-N-C)

fluoroalcanos ordinarios

trifluorometilo

cloroalcanos
bromoalcanos

iodoalcanos

compuestos nitro | alifatico

aromatico

Rosales Medina 40

1020-1220 cm™ (frecuentemente
sobrepuestas)

1615-1700 cm™ (efectos de
conjugacion similares a C=0)

2210-2260 cm™ (no conjugado
2250, conjugado 2230 cm™)

2165-2110 cm™ (2140 - 1990 cm™
para R-N=C=S)

1000-1100 cm™

dos fuertes, se ensancha entre
1100-1200 cm™

540-760 cm™ (medio to débil)
below 600 cm™
below 600 cm™

1540 cm™ (més fuerte) y 1380 cm’
! (mas débil) - Siempre ambas.

1520, 1350 cm™ (la conjugacion
usualmente baja el numero de
onda)

Las absorciones en este rango no se aplican 'solamente' a enlaces en moléculas organicas.
La espectroscopia IR es util cuando se refiere al analisis de compuestos inorganicos (tales

como complejos metalicos o fluoromanganatos).

http://es.wikipedia.org/wiki/Anexo:Tabla_de_correlaciones_en_espectroscopia_infrarroja


http://es.wikipedia.org/wiki/Nitrilo
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Isonitrilos&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluoroalcano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Cloroalcanos&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bromoalcanos&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Iodoalcanos&action=edit&redlink=1

