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Resumen: Este consiste de un sistema de extraccién de volatiles y una nariz electrénica
para detectar especies bacterianas emitidas en muestras de agua contaminada, este
muestreador es acoplado a un sistema de percepcion sensorial compuesto por una cdmara
de 16 sensores de dxidos metalicos usada como una alternativa de monitoreo continuo
para la deteccién e identificacion de las bacterias, con tiempos de respuesta rapido, bajo
costo, en comparacién con los métodos convencionales. Para probar el método se
realizaron diferentes medidas de agua estéril y agua contaminada con Escherichia coli a
temperaturas de 50, 70 y 90°C, con el fin de obtener un patrén caracteristico de cada
compuesto, adicionalmente se evalud el potencial para la deteccion de diferentes especies
bacterianas (Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas aeruginosa) y agua de
grifo estéril. Los resultados demostraron que es posible discriminar muestras de agua
contaminada de agua estéril. Para el procesamiento de los datos fueron usados diferentes
técnicas de reconocimiento de patrones, tales como el PCA, DFA vy la red neuronal PNN,
donde un 95 % de discriminacion fue obtenido usando PCA, 100% de éxito en la
clasificacion con el método de validacion cruzada “leave one out” y 92 % con el
clasificador DFA.

Palabras clave: COV’s, espacio de cabeza, microorganismos, sensores de gases,
procesamiento, Calidad del agua.

Abstract: This study consists of a volatiles extraction system and an electronic nose to
detect bacterial species emitted from contaminated water samples, this sampler was
coupled to a sensory perception system composed of a chamber of 16 metal oxide gas
sensors used as an alternative of continuous monitoring for bacterial detection and
identification, with fast response times, low cost compared with conventional methods.
To test the method, different measurements of sterile water and contaminated water with
“Escherichia coli” were made at temperatures of 50°C, 70°C and 90°C in order to obtain
a characteristic pattern of each compound; additionally to determine the potential for the
detection of different bacterial species (Escherichia coli, Klebsiella oxytoca and
Pseudomonas aeruginosa) and sterile tap water. The results obtained showed that it is
possible to discriminate samples of contaminated water from sterile water. For the data
processing, different pattern recognition techniques were used, such as the PCA, DFA and
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the PNN neural network, where 95% discrimination was obtained using PCA, 100% of
success rate of classification with a cross-validation method and 92 % with the DFA

classifier.

Keywords: VOC’s, headspace, Microorganism, Gas sensor, Processing, Water Quality.

1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en las
guias para la calidad del agua potable, establece la
ausencia de cualquier microorganismo en el agua
potable para consumo humano que pueda afectar la
salud del consumidor, este parametro es utilizado
como guia de calidad para la creacion de
reglamentos o normas, también sirve para evaluar
los riesgos de contaminacidn, vigilar los procesos
de tratamiento y hacer planes correctivos para
alcanzar la calidad deseada. En Colombia la
calidad microbioldgica solo incluye el control de
bacterias como coliformes totales y fecales. Para la
deteccion de los contaminantes microbioldgicos en
agua se usan técnicas convencionales como:
Fermentacion de tubos mudltiples, filtracion por
membrana, enzima sustrato, sustrato definido, entre
otros, sin embargo, hay que recalcar que estos
métodos son tediosos, representan altos costos,
tiempos de analisis, siendo un obstaculo para
establecer la calidad microbiana del agua para
consumo humano. La Fig. 1la muestra un esquema
general de las etapas y el tiempo requerido para
detectar e identificar los contaminantes por medio
de los métodos convencionales.

METODO CONVENCIONAL

~ DETECCION E
CULTIVO | [ INCUBACION ENTRE | | PRUEBAS BIOQUIMICAS | | |\ senmiricacion e
ENPLACA | |30 Y 35°C POR 24-48 h/[Y SEROLOGICAS (24-48 h) BACTERIAS

At=48-36 horas

DE CABEZA IDENTIFICACION DE
2. ANALISIS E-NOSE \w

3. CLASIFICACION y
METODO PROPUESTO Vi

(1. GENERACION DE ESPACO\}‘f DETECCION E J

.
f ~
g At~ 3 horas

TIEMPO 3 dias

Fig. 1. Vista simplificada de deteccion e
identificacion de bacterias a). Métodos
convencionalesy b). Método propuesto.

Una forma de evaluar la calidad microbioldgica del
agua para el consumo humano, es monitorear
constantemente un indicador bacteriano tan
importante como Escherichia coli (Edberg et al.,
2012) una bacteria Gram (-) de la familia
Enterobacteriaceae, considerada el principal
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integrante del grupo de los coliformes fecales.
Actualmente existe una gran limitaciéon para
determinar E. coli u otro tipo de bacterias en el
agua, esto se debe a que la mayoria de plantas de
tratamiento de agua potable no cuentan con
laboratorios, tecnologias especializadas, equipos,
insumos, personal capacitado que permita realizar
dichas pruebas microbioldgicas, limitando su
frecuencia de analisis (1 a 2 veces al mes), ya que
deben enviarse muestras a laboratorios certificados
generando costos, errores derivados del muestreo
gue pueden alterar los analisis y retrasos en la
obtencién de resultados, es por eso que las
limitaciones de los métodos convencionales han
llevado a que las investigaciones se centren en el
desarrollo de métodos rapidos y precisos para
identificar bacterias.

Para un monitoreo continuo, tiempos de respuesta
rapido y bajo costo (ver Fig. 1b), se han
desarrollado nuevas técnicas usando un sistema
multisensorial (olfato electrénico), este se ha
investigado como una alternativa, reemplazando
los métodos convencionales usados para la
deteccion e identificacion de bacterias. (Gardner et
al., 1998; McEntegart et al., 2000; Lakshmanan et
al., 2007; Siripatrawan's, 2008; Green et al., 2011,
Krishnamurthy et al., 2012; Nufiez et al., 2013;
Geoffreyet al., 2014).

Segln las investigaciones el sistema de olfato
electronico se puede utilizar para el analisis
especifico, identificacion y reconocimiento de
olores complejos y compuestos organicos volatiles,
ya que estd conformado por un conjunto de
sensores de gases quimicos con sensibilidades
parcialmente solapadas. (Duran, 2005). Dentro de
los subsistemas del equipo multisensorial se
encuentra la etapa de acondicionamiento de la
muestra, por lo tanto, es importante preparar la
muestra con las condiciones adecuadas con el
objetivo de que los sensores de gases tengan buena
sensibilidad y selectividad a la hora de detectar los
COV’s emanados por las especies bacterianas. Una
forma de aumentar la sensibilidad y selectividad es
incorporando metodos de concentracion de la
muestra, para ello existen técnicas como la
microextraccion en fase solida (SPME) que consta
de dos pasos: extraccién y desorcion del analito,
aunque este método es muy eficaz depende de
ciertos parametros de muestreo como el tipo de
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recubrimiento de la fibra (los COV’s varian de
acuerdo al tipo de fibra), el tiempo de extraccion,
tiempo de equilibrio, la temperatura de extraccion
y desorcion. Adicionalmente existen técnicas de
extraccion de volatiles como el de espacio de
cabeza (HS) dindmico y estatico, la primera
consiste en someter una muestra a una temperatura
determinada mediante un gas inerte. (Herrero et al.,
2016). Los compuestos volatiles son retenidos
posteriormente en una trampa adsorbente, que a
continuacion se somete a desorcion mediante un
disolvente y se inyecta para su separacion por
cromatografia de gases. La técnica de espacio de
cabeza estatico es de aplicacion muy simple y bajo
costo, es por eso que en esta investigacion se
disefido e implementd un equipo de extraccion de
volatiles, el cual consiste en introducir la muestra
en un vial cerrado mediante un septum, aplicando
una determinada temperatura con el objeto de
extraer una alicuota de la fraccién de vapor con una
jeringa para muestras gaseosas, que se inyectan en
el cromatografo de gases y espectrometro de masas
(GC-MS) (Sauer et al., 2010), en nuestro caso a un
sistema de olfato electrénico compuesto por 16
sensores de éxido metélico, que transforman las
sefiales recibidas en sefiales eléctricas, adquiriendo
la informacion y extrayendo rasgos caracteristicos
de las muestras examinadas. A través de métodos
de reconocimiento de patrones tales como: Analisis
de Componentes Principales (PCA), funcion de
discriminantes (DFA), redes neuronales (PNN) o
inteligencia artificial, se discriminaron y/o
clasificaron los compuestos generados por las
diferentes muestras.

2. METODOLOGIA

La Fig. 2, describe cada uno de los pasos que se
llevaron a cabo para el desarrollo de la
metodologia propuesta. En ella se puede apreciar
como primer paso la preparacion y adecuacién de
las muestras en los viales, seguido de un equipo de
extraccion de volatiles, acoplado a un sistema de
percepcion sensorial. Para la adquisicién, control y
monitoreo de las sefiales originadas por los
sensores se usé una tarjeta de adquisicion de datos
conectada a la cAmara de sensores y el PC.
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Fig. 2. Esquema general de la metodologia
implementada.

En resumen, la metodologia propuesta consta de 5
etapas, las cuales se describen a continuacion.

2.1 Disefio del equipo de extraccion de volatiles.

En la Fig. 3 se ilustra como esta compuesto equipo
de extraccion de volatiles.

1) Motor paso a paso para el control de tornillo sin
fin del inyector.

2) Inyector

3) Celda calefactora

4) Fuente de alimentacion (5-12VDC)

5) Interfaz tactil LCD

6) Carcasa base

7) Conector de alimentacion alterna

Fig. 3. Disefio del equipo de extraccion de
volatiles. .

El funcionamiento del sistema estd basado en el
control de temperatura de la celda calefactora y el
accionamiento de un motor paso a paso para el
control del inyector.

El proceso comienza en el momento de ubicar un
vial de 20 ml dentro de la celda calefactora, esta es
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accionada automéaticamente, la cual es alimentada
con un voltaje de 120 VAC vy sucesivamente es
controlada por una salida anal6gica con
Modulacién Ancho de Pulso (PWM), configurada
en una tarjeta Arduino Mega, la cual es regulada
mediante un controlador PID embebido. La
temperatura referenciada es censada a través de un
termopar Tipo K y es mantenida por dicho
controlador. Una vez el vial alcance la temperatura
deseada, automaticamente el motor paso a paso es
accionado con el objetivo de desplazar el inyector
hacia el septum del vial mediante un tornillo sin
fin, y extraer los compuestos generados por el
calentamiento. Dicha extraccion es llevada a cabo
por una electrobomba, la cual se accionada
automaticamente por una salida digital de 5 VDC
del Arduino que acciona a la bobina de un relé para
el control de la bomba.

2.2. Sistema de olfato electrénico

En este estudio se implementd una nariz
electrénica llamada B-NOSE, desarrollada en la
universidad de Pamplona (Rodriguez et al., 2008).
En la Tabla 1 se describen los 16 sensores gases de
oxidos metalicos, Taguchis de la empresa FIGARO
sensor.

Tabla 1: Matriz de sensores Bnose.

Tecnologias de Avanzada

TGS 830 Halocarbon
TGS 842 Deteccion de gas Gas natural metano
combustible
TTGS832  Deteccién de gas R-1342
combustible

Sensor Aplicacion Deteccion

TGS 800R Control de Aire contaminado:

calidad del aire Tabaco, gasolina,
etc.

TGS 822 Deteccion de Alcohol, Tolueno,

vapores de Xileno, etc.
_alcohol .

TGS 825 Deteccion de gas  Sulfuro de
toxico hidrogeno

TGS 826 Deteccion de gas Amoniaco
toxico

TGS 880 Control de Gases volatiles,
cocinas vapor de agua en

alimentos

TGS 882 Control de Vapor de alcohol
cocinas en los alimentos

TGS 813 Deteccion de gas Hidrocarburos en
combustible general

TGS 821 Deteccion de gas hidrogeno
combustible

TGS 831, Detecciéon de gas R-22
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La nariz fue acoplada al sistema de extraccién de
volatiles mediante un tubo de acero inoxidable de
% pulgada con el fin de llevar la muestra hacia la
camara de sensores, sin pérdida importante de los
COV’'s generados desde el contenedor de la
muestra (vial). Con esta configuracion fue posible
obtener un conjunto de medidas repetitivas con
diferentes rangos de temperatura y ciclos de
adquisicion de la muestra.

Fig. 4. Nariz electrénica B-NOSE acoplado al
sistema de extraccion de volatiles..

2.3. Acondicionamiento de las muestras

Para esta investigacion se trabajé con tres tipos de
muestras, que se llamaron controles. El control
negativo consistio en agua estéril (llevada a una
autoclave por un tiempo de 15 minutos a una
temperatura de 121,1 °C), el control positivo se
prepar6 usando agua estéril que fue inoculada con
Escherichia coli (cepa ATCC 25922), y por Ultimo
los controles de especificidad se prepararon con
muestras de agua estéril contaminadas de manera
controlada con las bacterias Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Klebsiella oxytoca
(ATCC 49131).
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Fig. 5. Metodologia para la inoculacion e
incubacion de las muestras.

Pseudomanas

La Fig. 5 muestra el procedimiento basico llevado
a cabo para la preparacion de los controles. Para la
preparacion de los controles, positivo y de
especificidad, se partio de una placa de Petri con
una siembra por agotamiento de cada una de las
bacterias en un medio de cultivo solido llamado
agar nutritivo.

A partir de estas siembras se prepardé una
suspensién bacteriana a una concentracion de
3x10® bacterias/mililitro, usando como referencia
para ello el patron N° 1.0 de la escala de
McFarland. Estos estandares son usados como una
relacién entre una precipitacion quimica y una
suspensién bacteriana, ajustando la turbidez de
suspensiones bacterianas hasta que el numero de
bacterias llegue a la concentracion deseada (Zapata
et al.,, 2015) (J Guzméan-Luna, ID Torres, 2017).
Posteriormente, esta suspension bacteriana fue
diluida 30 veces en agua estéril para obtener 300
ml tanto del control positivo como de los controles
de especificidad, con una concentracion final de
1x10” bacterias/ml. Finalizada la dilucion, las
muestras fueron incubadas durante 12 horas a 37°C
con el objetivo de mejorar el enriquecimiento de
los compuestos generados.

2.4. Realizacion de las medidas
La toma de medidas, se dividio en dos etapas.
2.4.1. Primera etapa.

La primera etapa consistié en analizar muestras de
agua estéril y Escherichia coli, modificando la
temperatura de incubacién en los viales (50°C,
70°C y 90°C), esto se hizo con el objetivo de
verificar la temperatura optima a la cual el olfato
electrénico acoplado al equipo de extraccion
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consigue discriminar entre el control negativo y la
muestra con el analito (E. coli).

En la Tabla 2, se encuentran los parametros usados
para analizar las muestras de agua y E. Coli.

Tabla 2. Parametros usados para la
discriminacion de las muestras.

Parametros del equipo de extraccion de

volatiles
Volumen de la 10 ml
muestra.
Tiempo de 15 minutos
calentamiento _
Temperatura de
incubacion de los 50°C, 70°C y 90°C
viales.

Parametros del muestreo B-NOSE
Tiempo de 5 minutos
concentracion.

Tiempo de captura 10 minutos
Tiempo de limpieza 10 minutos

2.4.2. Segunda etapa

Una vez finalizada la etapa 1 y de acuerdo con los
resultados obtenidos, se escogié la temperatura
Optima de mejor clasificacién del agua estéril y E.
coli ~ (50°C) para realizar pruebas de
especificidad/selectividad del método propuesto.
En la especificidad del métodos propuesto para
diferenciar el analito de interés, en este caso E.
coli, que es una bacteria indicadora de
contaminacion fecal en aguas (control positivo), de
otros analitos que son similares y pueden tender a
la confusion. Por esta razén para ello se escogieron
como controles de especificidad a Pseudomonas
aeruginosa, una bacteria Gram (-) de importancia
en aguas Yy Klebsiella oxytoca otra bacteria Gram (-
), perteneciente a la misma familia de E. coli, la
Enterobacteriaceae, y que es clasificada dentro del
grupo de los coliformes totales, a diferencia de E.
coli que conforma el de los coliformes fecales. Los
resultados obtenidos fueron comparados con la
muestra sin contaminacion bacteriana, agua estéril
(control negativo). Luego de obtener los resultados
se evalud la capacidad del método para producir
resultados exactos clasificando las tres especies
bacterianas y el agua estéril.

Para realizar el andlisis de las muestras se usaron
los mismos pardmetros detallados en la Tabla 2,
con la salvedad de que se usé una Unica
temperatura: 50°C.
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2.5. Adquisicion de medidas, andlisis y procesado
de datos.

La matriz de sensores que hacen parte de la camara
de medicion, transforma las reacciones quimicas en
sefiales eléctricas. Las sefiales adquiridas son
tratadas por métodos de pre-procesado de datos, en
los cuales se puede distinguir dos etapas:
Extraccion de parametros, normalizacion de datos.
(Moreno et al., 2009)

2.5.1 Extraccion de parametros

Esta etapa se refiere a la aplicacion de una serie de
posibles operaciones a la sefial proveniente de los
sensores para extraer diversos parametros, tales
como: valores de conductancia inicial, maxima,
final y sus normalizaciones. Los cuales
corresponden a parametros del tipo estaticos. En
este trabajo se ha considerado usar el parametro
de maximo incremento de la conductancia (Gmax-
Gmin) para extraer lo pardmetros de cada sensor,
donde Gmax es el valor de la respuesta maxima del
sensor ante la reaccion con el compuesto y Gmin es
el valor de linea base y/o el valor del estado
estacionario del sensor.

2.5.2. Normalizacion de datos.

Una vez que se han extraido los parametros de los
sensores, es necesario escalarlos para que puedan
ser utilizados por los algoritmos de reconocimiento
de patrones. Existen diversos tipos de escalado:
lineales, logaritmicos, de variables o de medidas.
Cabe resaltar que para esta investigacion se
probaron 4 tipos de normalizado: Auto Escalado,
Centrado, por columna y por matriz.

Los datos obtenidos de la etapa anterior, son
finalmente  analizados  por  técnicas  de
reconocimiento de patrones e inteligencia artificial
para la toma decisiones, clasificacion e
identificacion de las muestras.

En la Tabla 3 se observa un esquema de las
técnicas de reconocimiento de patrones aplicadas a
los datos. (Rubio et al., 2016).

Tabla 3. Técnicas de Analisis de Patrones
Multivariables aplicadas a los datos de la nariz

electronica
Técnica . Descripcion
PCA Es un método de
proyeccion
no paramétrico

comUnmente utilizado
para implementar un
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clasificador

_supervisado lineal,

Es un clasificador

paramétrico

de aprendizaje
DFA supervisado,

que puede utilizarse

para el analisis

tanto cuantitativo

como cualitativo

RED NEURONAL Es una RNA semi -
PROBABILISTICA supervisada basada en
PNN las redes de decision
bayesia.na. Es muy
utilizada en problemas

_de clasificacidn.

3. RESULTADOS

A continuacion, se describen los resultados
obtenidos a partir de las pruebas realizadas.
Primero consideramos el caso del andlisis de los
datos obtenidos de las muestras de Agua estéril y
agua contaminada con Escherichia coli a diferentes
temperaturas con el objeto de mejorar el
enriquecimiento y buscar la temperatura déptima
para promover la volatilizacion de los COV’s y asi
para aumentar la sensibilidad de los sensores. Se
realizaron 10 ensayos por cada tipo de muestra.

En la Fig. 6 y Figura 7, se observa una buena
discriminacion de los clusters de Agua estéril y E-
coli a 90°C usando PCA (96.1 % de varianza) y
con mayor acierto en la clasificacion usando la
técnica DFA (100% de acierto).

Scores for PC# 1 versus PQﬂ 2
ESCHERICHIACOLI__

Scores on PC# 2

s \‘\ I‘
\\ J 90°C
st / AGUAESTERIL
SAESt
Scores ;n PC# 1 N
Fig. 6. Resultados con anélisis de componentes
principales (PCA) de Agua estéril y Escherichia

colia 90°C



ISSN: 1692-7257 - Volumen 1 — Nimero 33 - 2019

Revista Colombiana de

@ Agua Estéril

/- a Y
¢ \ 90°C & Escherichia Coli
N \ - N ~
A e
| ¢ " L] 0\‘
r ¢ /! \
3 ) e
ko] \ | / |
2 ¢ ‘ * '
2 * ° /
\ / /
AN ¢ ‘/ L‘ﬂ, /‘l
. " / .\‘ //"
— .

FUNC\ONI
Figura 7. Resultados con anélisis de
funcionamiento de discriminantes (DFA) de Agua
estéril y Escherichiacoli a 90°C

La Fig. 8jError! No se encuentra el origen de la
referencia., corresponde a los resultados obtenidos
usando PCA (97.8% de varianza), en ella se
observa una buena discriminacion entre las
muestras contaminadas con E. coli y el control
negativo, sin embargo existe una superposicion de
dos ensayos de agua estéril en el clusters de las
muestras de E. coli. La Fig. 9ijError! No se
encuentra el origen de la referencia. muestra la
diferenciacion de clusters por DFA con un 100%
de acierto.

Scores for PC# 1 versus PC# 2

,ﬁ"’ ."*\
ORESL s N
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8. /
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Flg 8. Resultados con analisis de componentes
principales (PCA) de Agua estéril y Escherichia

colia 70°C
7 B §‘ ® Agua Estéril
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FUNCION 1
Fig. 9. Resultados con analisis de funcionamiento
de discriminantes (DFA) de Agua estéril y
Escherichia colia 70°C
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En los resultados obtenidos en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia. Fig. 10, con
el método PCA se puede observar claramente la
diferencia entre los dos grupos de medidas con un
porcentaje de varianza del 98.7%. Usando el
método de DFA se discriminan claramente los
clusters de E. coli y agua estéril, con una varianza
del 100%. Fig. 11

Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Flg 10. Resultados con analisis de componentes
principales (PCA) de Agua estéril y Escherichia

colia 50°C
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Fig. 11. Resultados con analisis de funcionamiento
de discriminantes (DFA) de Agua estéril y
Escherichia coli a 50°C

En la Tabla 4, se muestra un resumen de los
métodos de procesado y normalizado usados para
el procesado de datos de las diferentes muestras.
Anteriormente se menciond que se evalué el
porcentaje de clasificacion mediante las técnicas de
PCA y DFA, sin embargo, para obtener una mayor
confiabilidad de los datos, se trabajé con una red
neuronal probabilistica generando un porcentaje de
acierto del 100%, adicionalmente para evaluar el
desempefio de la red neuronal, en términos de
precision, eficiencia y fiabilidad se utilizé el
método interactivo de validacion cruzada leave one
out que consiste en
generar los modelos computando todas las muestra

s menos la que se utiliza para validar. Se obtuvo un
90% de desempefio.
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Tabla 4. Resumen de los métodos de procesado y
normalizado usados en las muestras a una
temperatura de 50°C

Temperatura : 50°C

Método Método normalizado

procesad centrad  Auto- Por Por
0 0 Escalad column matri

(%) 0 a z
(%) (%) (%)

PCA 808 763 975 987
DFA 100 100 100 100
Red

neuronal 90 100 100 100
PNN

Red

neurona

PNN con

Leave

one out 0 ) 80 . 80 . 90

El efecto de la temperatura de la muestra juega un
papel importante en la repetibilidad de los
resultados de medicion y la discriminacion de los
analitos que se estudian. Segln investigaciones
(Roussel, 1999) explican que a temperaturas altas
se puede mejorar el enriquecimiento de los COV’s
aumentado su concentracion para ser extraidos y
analizados, mejorando la sensibilidad de los
sensores y los resultados. En algunas ocasiones se
presenta un gran inconveniente y es que
dependiendo del origen la muestra a temperaturas
mayores, esta puede descomponerse provocando
resultados poco favorables. En este estudio, de
acorde a los resultados obtenidos se evidenci6 que
la mejor discriminacion de los analitos mejoré a
temperaturas bajas, en este caso la temperatura
Optima de clasificacion fue 50°C (YE Santafé, BD
Chaparro, 2013).

Por altimo, se analizaron muestras de agua estéril,
y tres especies bacterianas, con el objeto de evaluar
la especificidad del método propuesto.

Se considerd el caso donde todas las muestras de
las tres especies bacterianas y agua esteril se
combinaron en un solo conjunto de datos. En la
Fig. 12 jError! No se encuentra el origen de la
referencia., se observa una buena discriminacion
de los clusters entre las diferentes categorias
usando PCA (97.9% de varianza). La caracteristica
mas llamativa es la clara mejora en la separacion
entre las tres categorias y agua estéril cuando se
usa DFA (Fig. 13jError! No se encuentra el
origen de la referencia.) obteniéndose una
precision de clasificacion del 100%. El andlisis
PCA también revela, que las respuestas del olfato
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electrénico para las muestras de E. coli, no parecen
ser tan diferentes de las muestras de Pseudomonas
y Klebsiella, algunos trabajos han identificado
cierto grado de especificidad en términos de
compuestos organicos volatiles caracteristicos para
cada tipo de bacteria que son comunes en las
especies de interés debido a vias metabdlicas
compartidas, sin embargo, es dificil determinar la
razon de este comportamiento, hacerlo implicaria
realizar la caracterizacion de los COV’s resultantes
de los productos metabdlicos de las cepas de E.
coli, Pseudomonas y Klebsiella con técnicas
analiticas (como GC / MS).
Para mejorar y obtener una buena reproducibilidad
de los perfiles de los COV's y para que este tipo de
analisis estadistico sea mas eficiente en cuanto a la
identificacion de bacterias, se deben tener en
cuenta ciertos parametros como el medio de cultivo
escogido para que las bacterias crezcan
(dependiendo el medio cambian los COV's),
técnica de muestreo, volumen de la muestra,
tiempo y temperatura de incubacion.
Scores for PC# 1 versus PC# 2
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Fig. 12. Resultados con analisis de componentes

principales (PCA) de Agua estéril, E. coli,
Pseudomonas y Klebsiella a 50°C.
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Fig. 13. Resultados con analisis de componentes
principales (DFA) de Agua estéril, E. coli,

Pseudomonas y Klebsiella a 50°C.

En términos generales, el método propuesto
demostrd una buena repetibilidad y selectividad.

4. RECONOCIMIENTO
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se disefio e implemento un equipo
de extraccion de volatiles con el objetivo de
aumentar la concentracion de la muestra y
aprovechar la mayor cantidad de COV’'s que
producen las especies bacterianas durante su
crecimiento (incubacion). Este equipo fue acoplado
a un sistema de olfato electronico que consiste en
16 sensores de gases quimicos. Debido a que la
composicién quimica de cada sensor en el conjunto
es diferente, cada uno responde de una manera
Unica dentro del conjunto, las respuestas generadas
se digitalizan y, a partir de ellas, se extraen las
caracteristicas relevantes. Con el desarrollo del
método propuesto fue posible determinar de forma
rapida, bajo costo y portabilidad la contaminacion
bacteriana en muestras de agua, para evaluar su
calidad para el consumo humano.

De acuerdo a las mediciones realizadas entre las
muestras de agua estéril y E. oli a diferentes
temperaturas se demostrd el buen desempefio y la
repetibilidad de las medidas del mas del 98.7% de
precision en la clasificacion y discriminacién de las
especies usando PCA y 100% para DFA. De
acuerdo a los resultados obtenidos y estudios de la
literatura, se tom6é como temperatura optima de
incubacién 50°C durante un tiempo de 15 minutos,
sin embargo, para corroborar la eleccion de la
temperatura y obtener una mayor confiabilidad de
los datos, se trabaj6 con una red neuronal
probabilistica generando un porcentaje de acierto
del 100%, adicionalmente para evaluar el
desempefio de la red neuronal, en términos de
precision, eficiencia y fiabilidad se utilizd el
método interactivo de validacion cruzada leave one
out con un desempefio del 90%.

El objetivo a corto plazo podria ser que el método
propuesto coincida con la sensibilidad y la
especificidad de los métodos convencionales
usados para la identificacion y clasificacion de
bacterias. Cabe resaltar que en este estudio se
alcanzé a evaluar la especificidad del método
evaluando la capacidad del olfato electrénico
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acoplado a al equipo de extraccion para diferenciar
un analito de interés, en este caso E. coli, que es
una bacteria indicadora de contaminacion fecal en
aguas (control positivo), de otros analitos que son
similares y pueden tender a la confusion. Por esta
razén para ello se escogieron como controles de
especificidad a Pseudomonas aeruginosa, una
bacteria Gram (-) de importancia en aguas y
Klebsiella oxytoca otra bacteria Gram (-),
perteneciente a la misma familia de E. coli. Los
resultados  obtenidos muestran una  buena
discriminacion usando PCA (97.9% de varianza) y
una precision en la clasificacion del 100% con
DFA. A través de la red PNN se obtuvo un
porcentaje de clasificacion del 100% y usando el
método de validacion cruzada el porcentaje de
acierto fue del 86.6%, lo que nos indica que el
método propuesto es una herramienta capaz de
discriminar entre si los diferentes tipos de bacterias
y adicionalmente del agua estéril.
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