Métodos de captacion de imagenes

En junio de 2003 tuvo lugar la asamblea anual sBhdffende Methoden» (Métodos de captacion de ineyedel

Instituto de Investigacion am Goetheanum de Dorn&cliza. En los siguientes articulos los ponentggtizaron sus
exposiciones. Lamentablemente no se han podido ¢éeneuenta las ponencias breves y las interveasien los debates.
La ponencia de Haijo Knijpenga y Beatrix Waldburgsta incluida dentro de este ejemplar, en eluotieDisefio

experimental para investigaciones en hojas vegetaégliante el procedimiento de la cristalizacidrsgse».

Andlisis de la dependencia temporal de los procgeasistalizacion en el caso de la
cristalizacion del cloruro de cobre como condigidna la validacion del método

Johannes Kahl, Nicolaas Busscher, Gaby Mergardts<Jetto Andersen,
Machteld Huber, Angelika Meier-Ploeger

Planteamiento del problema

El interés de los consumidores por obtener alirgestmos y seguros va en aumeidanimet al.2002). Por ello la
confianza en la seguridad de los productos ecadsgesi como la creencia de que éstos contribuydortha importante
a la salud de cada persona, estan entre los palasipriterios de los consumidores a la hora depcamSi se toman las
exigencias de los consumidores como criterio decgitedpara valorar la calidad ecoldgica de los ahiws, entonces hay
que volver a tener mas en cuenta y a valorar idazhleferida al producto, ademas de la calidagtid al proceso (sello
de biocalidad, Reglamento Ecoldgico de la CEE Z092/La calidad referida al producto sélo puede imeden su
conjunto como suma de andlisis especificos selépmsejemplo de vitaminas). En la investigaciomparada de la
calidad referida al producto de alimentos cultivaggrocesados de forma ecoldgica y convenciopagéstan aplicando
cada vez mas nuevos métodos que se consideranatgmque faltaba para complementar la determinaaidatitica de
sustancias. En ellos se parte de que el analislesdparametros de calidad externos e internos refloge aspectos
parciales de la calidad, mientras que con los neét@dmplementarios se puede llegar a una explicaditiegral» («el
todo es mas que la suma de sus partdéele¢-Ploeger/Vogtmanh991).

¢Por qué una validacion?
El método de la cristalizacion del cloruro de cobeeaplica con éxito para la averiguacion de laladlintegral de los
alimentos Balzer-Graf1994, Andersen et al2001). De este modo, segun declaran éstos ausEgsjede comprobar
tanto la influencia de los diferentes sistemasudévo como de los diversos pasos en el procesdmiga plantas y de
productos vegetales. Para poder aplicar habituaéremeétodo de averiguacion de la calidad de lodyxtos ecoldgicos
hay que validar el método, pues de lo contraripoaran aceptarse los resultados en el terrendfatermi utilizarse en
el terreno juridico. La validacion significa compaw si por medio de este método puede respondezgaivocamente
una determinada cuestiokromidas2000,DIN 1SO 1702%. El enfoque metddicdK@hl et al 2002) viene determinado
por el modo de plantear el problema. En el enfaegido, que parte del reclamo de una validacioprdeedimientos y
métodos, existen cuatro posibilidades distintasaieparar las investigaciones sobre la calidadre@i@ndo la precision
de repeticion repeatability, la precision de laboratorioinermediate precision la precision de comparacion
(reproducibility) o la robustez metddiceopustnesp(v. Kromidas2000).

Para poder analizar estas caracteristicas de pnueetb, hacen falta:
1. material probatorio definido en cantidad sufitée
2. procesos de laboratorio documentados;
3. valoracion estadistica de los resultados;
4. mas de tres laboratorios que trabajen con @ldnét

Estos andlisis no son posibles si partimos dedsgltados de los trabajos de otros autores pubkchasta ahora sobre la

cristalizacion del cloruro de cobre, exigiéndosmétodo:

— que sea objetivo, es decir que el resultado pesi@dlecerse de forma inequivoca por parte derfopa del evaluador;

— que sea fiable, es decir que al repetirlo vargges se obtengan los mismos resultados;

— que sea valido para un ambito preestablecidalees que el resultado refleje las caracteristesanciales para la
cuestion.

En opinién de los autores, la cristalizacion derwlo de cobre se puede validar segin las espegiites del
procedimiento DIN ISO 17025. Se pueden analizauredg caracteristicas del procedimiento tales canpodcision y la
robustez.



Métodos

Pruebas de alimentos

La validacion de procedimientos y métodos debeddizarse con material biolégico de ensayo prodedam ensayos de
cultivos como el ensayo DOK (comparacién de cuftibmldgico-dinamicos, ecoldgicos y convencionddBL/CH). El
material de ensayo se presenta en una cantidadesti y una entidad independiente se encarga dificenlo y de
enviarlo. No obstante, las pruebas alimentarigmesimetidas con el tiempo a una modificacién agtaon lo que dejan
de ser validas para una investigacién sistematioceapual. Para las investigaciones que se preseagai se han
empleado ensayos con zanahorias procedentes defa@oracologico.

Substancias quimicas

Para la cristalizacion se pueden emplear tambistaiscias quimicas cuyo comportamiento se puedaamampon el de
los ensayos bioldgicos de la fase de «cristalizecciorris/Morris, 1939, Ballivet et al. 1999). Como sustancia de
referencia se empled la molécula de pirrolidongadévinilo (PVP), la cual ya se ha probado con @&xbn el método
(Andersen et all998).

Cristalizacién

En el caso de la cristalizacion del cloruro de eatristaliza una solucién acuosa de cloruro deecogsultando en un
tipico dibujo Beckmann1959). Los aditivos tales como extractos vegetahflslyen en este dibujo de manera
caracteristica, estando el dibujo (elementos dsirales: ramificacion, moldes huecos, grosor dgaagn funcion de la
concentracion Retterson1967, Engquist 1970, Selawry/Selwaryl957). Para cada material de ensayo (por ejemplo
zanahoria, cereales) se puede averiguar una detateanproporcion de mezcla con la que el dibujoifeeethcia del de
otros ensayos Balzer-Graf/Balzer 1991). La diferenciacion se puede perfeccionar nipéndo las condiciones
experimentales limite, siendo la temperatura y lemédad las principales variables activas que iefiugn la
cristalizacion Andersen2001, Ballivet et al.1999). Con ello se obtiene un dibujo de cristahctaristico para cada
material de ensayo. Las investigaciones sobreflizeimcia de la proporcion de la mezcla sobre detexrdos elementos
estructurales definidos del dibujo cristalino yadhae explicado en otros trabajo&nflersen et aRk003).

Camaras climatizadas

La cristalizacion se produce en camaras climatzadanstruidas adecuadamente para ello, cuya udiel@yaporacion
esté montada exenta de vibraciones (para una pescrimas detallada de las cAmaras, véastersen2001). En un
desarrollo mas reciente Andersen incorporé un stmamillo de modo que pudieran investigarse 43aslgmor cada
pasada (cBusscher et a2003). La verdadera unidad de evaporacion se ballan habitaculo (camara exterior), cuyos
parametros climaticos de temperatura y humedadasgienen igualmente constantes. Las condicionestiias de la
unidad de evaporacion y de la cAmara exterior semy se supervisamline constantemente y en diversos puntos. Hay
dos sensores encima de los auténticos anillosalaniss de la unidad de evaporacion y dos sensaresen la pared
interior y otro en la exterior de la cAmara detafigacion. Adicionalmente, por medio de una estacheteoroldgica se
van registrando de forma continua los datos melggioms dominantes en el momento del experimenta. L
documentacion de las correspondientes fases dekgwoy la recopilacién de las condiciones existenherante la
secuencia de ensayo se recogen de manera aststidalpnador.

Evaluacion de imagen

La evaluacion visual de las imagenes segun critatifinidos (elementos estructurales) se complememtdiante un
andlisis de textura asistido por ordenador. Paexdtuacion de imagen asistida por ordenador seeaao las imagenes y
se analiza estadisticamente la textura a travésadransformacion de la distribucion de la esdelgrises Andersen et
al. 1999).

La averiguacion de las caracteristicas del prodeditm se realiza en tres laboratorios preparadoscegmente
para este propdésito con cuatro cdmaras de estadeémtica (una en el Instituto Louis Bolk /NL,a&n Hertha/DK, dos
en la Universidad de Kassel/D). La coordinaciéred® proyecto triangular la lleva la universidadk@essel. Los tres
laboratorios aplican los mismos procedimientos dentados para todas las fases del procedimiento.

Resultados

Documentacion

Para cada fase del proceso se han desarrolladondatas normativos que describen todas y cada utesdases del
proceso. Las correspondientes normas nacional@emacionales para el trabajo en laboratorio esiovi de modelo de
referencia para la elaboracion de documentos, hdbge tenido especialmente en cuenta las pecalitsddel método
en todas sus fases.

La documentacién de laboratorio asistida por ordenévéase fig. 1) hace posible un seguimientoadé&eo
detallado de cada uno de los resultados de unsendb calidad. En este proceso las pesadas dad&sicias y de las
muestras asi como el volumen de soluciones pipa$esa vinculan en un documento con las posiciones anillo de
cristalizacion y las condiciones durante la criggalion. Los voliumenes prefijados sobre sus coomdipntes placas y la



proporcién de mezclado de material y cloruro derea®eterminan de forma automatica las correspotefiaaportes de
solucidn para la persona que realice el experimento

Cémara climatizada

Se ha desarrollado una regulacién de la climatiragiie permite mantener constantes las condiciime&ticas sobre el
anillo y dentro de la camara exterior, con indepewth de las oscilaciones de la humedad exterioidde a causas
climatolégicas. La temperatura de los anillos dgtalizacion y la temperatura y la humedad de taara exterior pueden
ajustarse con precision a +0,1 °C y a £0,5 % rictaxaente (véase fig. 2, siguiente pagina). Lasgsuen la evolucion de
la humedad sobre el anillo (g/d) y sobre la pangetior (f) son las curvas de evaporacion de la capacidachdedmara.
Con la documentacion de laboratorio ademas se pugdeer en relacion los tiempos (a averiguar manerate) del
comienzo de la cristalizacién en funcién de los doslos de cristalizacion y de las posiciones kEgogrespondiente
anillo. Con ello se pueden determinar las posidifssencias tanto entre los anillos como dentrdadeposiciones (para
averiguar la precisién de repeticion).

Las condiciones de la camara exterior influyenasnclondiciones existentes sobre el anillo. Medikntegulacién de las
condiciones de la camara exterior y de la «cubieatttd depdsito de agua de debajo del anillo, laslicidnes iniciales se
pueden predeterminar para cada pasada de crista@lizda variable activa es el comienzo de criztaiion medio de las
placas de todas las posiciones de ambos anillopup@an ajustarse para cada medicion y para cad@aiEl ajuste se
efectia modificando la humedad de dentro de la @&meerior. La correlacion estadistica entre lmédad ajustada en
la camara exterior y la humedad siguiente de endehanillo no se podia realizar todavia a causlsiefectos de la
histéresis.

El comienzo de la cristalizacién dentro de un pldec43 posiciones en una medicion no se efectéasaho
tiempo, sino siguiendo una distribucion estadistictependiente de la correspondiente posicion deldea sobre el
anillo. Tanto el PVP como las muestras de zanahanizestran tal distribucion, influyendo tanto la@entracion como el
material de ensayo en el curso de la curva. Englad 3 se representa el nimero acumulativo deaplgoe ya han
comenzado la cristalizacion dependiendo del tiedgspués del comienzo de la evaporacion siendoupac®n de la
camara igual en los dos casos (PVP, muestras dbaaas 50 % de ocupacion de la cAmara cada una)

fig. 1: Hoja de datos de la documentacion de laboratoratides por ordenador

Visién general cdmara desde el miércoles 1 de edfei®03 hasta el sabado 1 de marzo de 2003
Humedad / Humedad absoluta en g/ m3
Tiempo [...]

fig. 2: Humedad relativa (%) en el anillo (r/g) y dentrolaieamara exterior (c)
antes (arriba) y después (abajo) de introduciedmilacion precisa

La cristalizacion puede comenzar cuando se hay@pabado la concentracién de saturacion y a catifn se haya
vaporizado la cantidad de agua correspondiente.

El momento del comienzo de la cristalizacion commiama ocupacién de camara depende de la humetivae
dominante sobre el anillo de cristalizacion (car#n e= 0,97). Cuanto més alta sea la humedad tantoands ser4 el
inicio de la cristalizacion (duracion media). Unadificacién de un 6% de la humedad relativa sobemiélo produce un
desplazamiento de los tiempos de hasta seis Hdagsque investigar si esto depende exclusivamenta iumedad. La
distribucion estadistica del comienzo de la clizg@ion para las 43 posiciones también depende derhedad relativa
ajustada sobre el anillo. Cuanto mas alta seart®tiad relativa tanto mas amplia seré la distribudé comienzo de la
cristalizacion en el interior de una camara (cawién £= 0,89). La influencia de los diferentes materialesensayo no
se ha investigado todavia.

El tiempo hasta el comienzo de la cristalizacidftujre en el cristalograma. Cuanto més larga sdada de
evaporacion (por causa de la humedad de inicitivalaobre el anillo) tanto mayor sera el diamelieda estructura. Una
representacion logaritmica del diametro de la esira con respecto al tiempo del comienzo de Ktadizacion para dos
concentraciones de ensayo de PVP con la misma mivacién de cloruro de cobre arroja una correlaciémr = 0,61 y
0,55.

Cristalizacion en min. / cantidades acumulativameozadas
Duracién de la evaporacion en horas
fig. 3: Cantidad acumulativa de las placas ya comenzadiameidn del tiempo transcurrido después de haipet@ado (Puntos: duracion de la
cristalizacién por placa)

El tipo de incremento (curso de una curva) el ditéonde la estructura con tiempo de evaporacioniemee
(hasta el comienzo de la cristalizacion) es difergrara el PVP y para las muestras de zanahalascbomo se muestra
en la figura 4 (se ha determinado el diametro puuze de la estructura, donde el 100% significalguauestra de cristal
esta estructurada por toda la superficie de laaplagartir de uno o de varios centros). Con lassinas de zanahorias



parece haber un intervalo «sensible» del tiempevdporacion en el que el diametros de la estrugnia mucho. Hay
que investigar qué otros factores influyen en Iafigaracion de la imagen.

Todavia hace falta realizar investigaciones sobrenfluencia de las condiciones de la camara stdore
evaluacion de imagen asistida por ordenador, yns@lngeto de mas investigaciones sobre el matesi@ndayo definido.
En este punto se plantea la cuestion de redudisfgersion mediante el proceso de cristalizaci@ory ello mejorar la
capacidad de separacion del método en primer plano.

Conclusion

En el presente trabajo se describe el enfoqueifienpara la validacion del método, investigandsisteméaticamente y
valorandose estadisticamente la influencia de tagliciones de la camara sobre el proceso de @mtan. Las
condiciones climatolégicas tienen un efecto sigatfivo sobre el proceso de cristalizacién, tanttrdede una pasada de
camara como en la comparacion entre dos pasadasrdea. Al ajustar la humedad inicial sobre ellanibs valores de
humedad que se han de alcanzar para ello variamaleamara a otra; posteriores investigacionesandt si esto es
atribuible a las diferentes distancias en la coostén de las cAmaras (hasta 2 afios de difereecigpda uno de los
emplazamientos (adaptaciéon del material).

Didmetro de estructura (%)
Tiempo después de pipetear (h:min)
fig. 4: Dependencia del diametro de la estructura PVP déop) y de muestras de zanahoria (de triangulEg)atiodo comprendido entre el momento de
pipetear la solucion y el comienzo de la cristaiiaa

Desde nuestro punto de vista es posible comparanvastigaciones sobre calidad con cristalizadiércloruro
de cobre si las condiciones limites experimentsdegueden conocer o se pueden controlar o medpogile establecer
las fases del proceso en documentos normativoser led seguimiento de la secuencia de pruebas eongunto, siendo
una condicién afiadida para poder comparar las tigaesones sobre calidad con cristalizacion deuctode cobre. Las
investigaciones que se han presentado aqui sobobuatez del método dentro de la fase de criat@bn permiten la
averiguacion de la precision de repeticion y defatorio, siendo por tanto condicién necesaria pader averiguar la
precision de comparacion con la ejecucion de essegyoperativos. Sigue persistiendo inalterado @blpma de la falta
de patrones de referencia (y con ello de la congmidb de la exactitud).

Los autores/as agradecen a la empresa Eosta, fdadacion lona Stiftung, a la sefiora y el sefiordémsley, de la
fundacion Software AG y a la fundacién Triodosm@byo financiero que han dispensado al proyecto.
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