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RESUMEN

En el presente trabajo se pretendié desarrollar una técnica de andlisis con la
finalidad de evaluar el estado de frescura de carne de pollo fileteada y
envasada de forma no destructiva mediante el empleo de un método
multiespectral de onda corta que abarca el espectro del infrarrojo cercano
(SW-NIR). La experiencia se llevo a cabo durante tres semanas segun el
proceso que se describe a continuacién: (1) preparacion de la muestra: se
envasaron filetes de pollo en contenedores plasticos y se mantuvieron
refrigerados a 4°C. (2) Se realiz6 captura de imagenes los dias 0, 7 y 14
utilizando una cdmara capaz de captar imagen en una longitud de onda entre
400-1040 nm para lo que se desarrollé y calibr6 un sistema de iluminacion
halégeno. (3) Después de cada captura de imagen, se hicieron
determinaciones fisicoquimicas y microbioldgicas de Humedad (x"), actividad
de agua (ay), pH, nitrégeno basico volatil total (N-BVT) y unidades
formadoras de colonia (ufc/g) para predecir la degradacion bioquimica de las
muestras. Los resultados obtenidos mostraron como los parametros fisico-
quimicos y microbiolégicos que mejor explicaron la perdida de frescura
fueron pH, N-VBT vy ufc/g con un R* de prediccién de 0.998. El rango de
longitud de onda adecuado para modelizar la frescura de pollo se observo
entre los 791 nm y los 859 nm, con un ajunte log (1/R) tiempo de
almacenamiento de R? = 0.952. Ademas el parametro fisicoquimico que
mejor expresoé la relacion entre los datos multiespectrales de imagen y el
tiempo fue el pH. En base a estos resultados, la técnica de
espectrofotometria de infrarrojo cercano (SW-NIR) puede ser una
herramienta en el control de la frescura de la carne de pollo fileteada y
envasada, aunque son necesarios sucesivos estudios a fin de profundizar en
la técnica y obtener una herramienta totalmente fiable y aplicable al sector.

RESUM

En aquest treball es va pretendre desenvolupar una tecnica d'analisi amb la
finalitat d'avaluar I'estat de frescor de filets de carn de pollastre envasada de
forma no destructiva per mitja de I's d'un métode multiespectral d'ona curta
que compren l'espectre de l'infraroig proxim (SW-NIR). L'experiéncia es va
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dur a terme durant tres setmanes segons el procés que es descriu a
continuacio: (1) preparacié de la mostra: es van envasar filets de pollastre en
contenidors plastics i es van mantindre refrigerats a 4°C. (2) Es va realitzar
captura d'imatges els dies 0, 7 i 14 utilitzant una camera capa¢ de captar
imatge en una longitud d'ona entre 400-1040 nm per al que es va
desenvolupar i va calibrar un sistema d'il-luminacio halogen. (3) Després de
cada captura dimatge, es van fer determinacions fisicoquimiques i
microbiologiques d'Humitat (x“), activitat d'aigua (a,), pH, nitrogen basic
volatil total (N-BVT) i unitats formadores de colonia (ufc/g) per tal de predir la
degradacio bioquimica de les mostres. Els resultats obtinguts van mostrar
com els parametres fisicoquimics i microbiologics que millor van explicar la
perduda de frescor van ser pH, N-VBT i ufc/g amb un R? de predicci6 de
0.998. El rang de longitud d'ona adequat per a modelitzar la frescor de
pollastre es va observar entre els 791 nm i els 859 nm, amb un ajust log (1/R)
— temps d'emmagatzemament, de R? = 0.952. A més el parametre
fisicoquimic que millor va expressar la relacié entre les dades multiespectrals
d'imatge i el temps va ser el pH. Basant-se en aquests resultats, la tecnica
d'espectrofotometria d'infraroig proxim (SW-NIR) pot ser una eina en el
control de la frescor de la carn de pollastre filetejada i envasada, encara que
sén necessaris nous estudis a fi d'aprofundir en la técnica i obtindre una eina
totalment fiable i aplicable al sector.

ABSTRACT

A technique to predict chicken meat freshness, which is measured
nondestructively by short-wavelength near infrared (SW-NIR) spectroscopy,
was developed. The experiment was conducted over 3 weeks in the following
steps: (1) Sample preparation: slices of breast muscle of broiler chicken were
packed in plastic containers and stored at 4° C. (2) The near infrared spectra
were recorded on days 0, 7 and 14 by a camera working in the wavelength
range of 400-1040 nm using a halogen flood lighting system that was
developed and calibrated. (3) After image generation, the determination of
physico-chemical and microbiological properties such as Dry matter (DM),
water activity (ay), pH, total basic volatile nitrogen (T-VBN) and colony
forming units/g (cfu/g) were done to predict the biochemical degradation of
the samples. (4) Finally, the development of an equation to correlate the
physico-chemical and microbiologycal data with the infrared spectra data was
obtained to predict the freshness of chicken meat. The physico-chemical and
microbiological variables that explain the loss of freshness were pH, T-VBN,
and cfu/lg were predicted with a R? of prediction of 0.998. The optimal
wavelength range for modeling freshness score involved a start wavelength of
791 nm and an end wavelength of 859 nm. This result could indicate that
spectral imaging can be used as a tool for the prediction of freshness with a
R? of prediction of 0.952. Further studies are needed in order to accurate the
SW-NIR technique for predicting chicken meat freshness.

PALABRAS CLAVE: Espectrofometria, SW-NIR, Frescura, Pollo, Envasado,
Calidad.



INTRODUCCION

El término frescura resulta bastante ambiguo cuando se hace
referencia a los productos céarnicos y de la pesca. En la actualidad no existe
una metodologia que permita determinar el grado de frescura de una carne,
sino que son el compendio de diferentes pruebas, las que de forma no
legislada, orientan sobre el grado de frescura de ésta. En conjunto estas
pruebas se basan en la realizacion de una serie de determinaciones
sensoriales, quimicas y microbiologicas (In-Seon Park et al., 2000; Kaneki et
al., 2004; Zhang et al., 2008). Este tipo de pruebas tienen varias limitaciones:
la evaluacién sensorial es un método subjetivo, cuyos resultados dependen
de las habilidades naturales de los jueces y los métodos microbianos, aun
siendo mas objetivos, necesitan de 2 a 3 dias para su determinacién. En
cambio, en la actualidad, los analisis quimicos, tales como Nitrégeno basico
volétil total (N-BVT), pH, Cloruro de trifeniltetrazolio (TTC), actividad de agua
(aw) y humedad (x"), son ampliamente utilizados para determinar la frescura;
pero, el tiempo necesario para su realizacion y que ninguno de ellos sea un
indicador contrastado hace que estos analisis quimicos no supongan una
herramienta definitiva en la determinacién de la frescura de un producto tan
perecedero como es la carne fresca. Sin embargo, en pescado, el N-BVT ha
sido utilizado tradicionalmente como indicador (Huidobro y Tejada, 1990).

En la actualidad, el auge de demanda de productos fileteados o
cortados en lonchas y envasados supone un incremento en la manipulacion
de la carne y productos céarnicos para darle a éstos el formato necesario para
su comercializacion favoreciendo, de este modo, la pérdida de frescura de la
carne y derivados.

La primera empresa espafiola productora de fileteados carnicos
produjo 140 millones de bandejas y factur6 443 millones de € en 2007
(Alimarket, octubre 2007). Por tanto, la importancia del sector de los
loncheados carnicos y de las distribuidoras de alimentos, con volimenes de
ventas (en productos carnicos fileteados o en lonchas y envasados) de
11.286 millones de € en 2006 (Alimarket, octubre 2007), que basan su
estrategia en este formato de venta, hacen necesaria la obtencion de
meétodos analiticos que puedan definir de una forma concreta el grado de
frescura de la carne y que ademas puedan realizarlo teniendo en cuenta el
sistema de venta utilizado.

En este sentido, diferentes investigaciones se han dirigido a la
obtencion de técnicas no destructivas para la evaluaciéon de factores de
calidad internos y externos de los alimentos. Una de ellas es el analisis de
imagen, donde se incluye el analisis de resonancia magnética nuclear (NMR)
(Chen et al.,, 1989; McCarthy, 1994), el andlisis de resonancia magnética
(MRI), el analisis de rayos-X y el andlisis de espectroscopia en el infrarrojo
cercano (SW-NIR) (Osborne, 2000), como técnicas para caracterizar la
composicién guimica, los fenémenos de transferencia de agua en carne o el
contenido en grasa en carne de cerdo, entre otros (Laurent et al., 2000;
McFarlane et al., 2003; Ruiz-Cabrera et al., 2004; Monziols et al., 2006). La
principal ventaja del uso de las técnicas NMR, MRI y rayos-X es la posibilidad
de adquirir imagenes del interior del producto. Sin embargo, su elevado



coste, su dificultad para aplicarlos en trabajos “online” y, en algunos casos,
los riesgos asociados a su empleo (p.e. en el caso de las imagenes por
rayos-X) hacen que la aplicacion de estas tecnologias sea complicada (Dah-
Jye Lee et al.,, 2008). Sin embargo, la técnica de vision multiespectral de
infrarrojo cercano (SW-NIR) se posiciona desde los ultimos afios como una
de las principales tecnologias alternativas para el analisis de compuestos
bioldgicos (Di Wu et al., 2008).

La espectroscopia de infrarrojo cercano (SW-NIR) se basa en la
absorciéon electromagnética de un haz de luz comprendido en el rango de
longitudes de onda que va desde los 780 a los 2500 nm, en alimentos. El
espectro del NIR se genera mayoritariamente por vibraciones producidas en
forma de sobretonos que resultan de los enlaces quimicos entre C-H, O-H y
N-H como consecuencia de la incidencia del haz de luz. Los enlaces
qguimicos presentes entre las moléculas generan una vibracibn que se
comporta como un movimiento armonico simple. El movimiento de cada
atomo puede ser tratado como una vibracion independiente con respecto a
un centro fijo de la masa de la molécula y no como una masa sujeta a un
resorte. La frecuencia de la vibracion es funcion de la masa de los dos
atomos y de la fuerza de atraccion entre ellos y hay una relacion parabdlica
entre la energia potencial y la distancia inter atbmica. Cuando la frecuencia
de la radiacién con la frecuencia de la molécula que vibra se genera una
transferencia neta de energia proveniente de la radiacion de la molécula, la
cual puede ser medida y graficada como energia versus longitud de onda.
Esta medida se conoce como el espectro (Osborne, 2000).

Existen tres clases distintas de dispositivos que captan sefial infrarroja.
Los espectrémetros monocromados, los de matriz de diodos y los de filtro.
Los espectrometros monocromados poseen un detector de silicio que percibe
longitudes de onda entre los 400 a 1100 nm y pueden ser utilizados en modo
de reflectancia o transmitancia. A esta parte del espectro se le conoce como
“short-wavelength near-infrared” (SW-NIR). Dependiendo de la clase de
detector que empleen los terminales monocromados, podran recibir
informacion de una parte o todo el espectro infrarrojo. Los espectrometros de
matriz de diodos cubren el rango de 400 a 1700 nm y se caracterizan por ser
bastante rapidos y los dispositivos de filtro los cuales estan equipados de 6 a
20 filtros les permiten hacer analisis de absorcién (Osborne, 2000). Este tipo
de terminales son los utilizados por la industria lactea para la determinacion
de humedad, grasas, proteinas y lactosa entre otras (Bjarno, 1982).
Finalmente se encuentran aquellos que trabajan a longitudes de onda entre
los 1100-2500 nm los cuales se denominan “long-wavelength near-infrared”
(LW-NIR). Si bien el espectro que se puede obtener con estos ultimos es
mucho mayor, la ventaja de la utilizacion de la region del SW-NIR se basa en
gue permite que la energia NIR penetre mas profundamente en una muestra
con una menor generacion de calor que el que se generaria utilizando la
region de onda larga del infrarrojo cercano (LW-NIR) lo cual reduce la
interaccién muestra método de analisis (Di Wu et al., 2008).

En la actualidad se dispone de pocas investigaciones sobre esta
técnica en alimentos. Algunas de ellas van encaminadas a la determinacion
de grasa, proteina y lactosa en leche (Sasic y Ozaki, 2001), contenido de



azucar en yogurt (He et al., 2007), determinacion del momento de cosechado
del mango (Subedi et al., 2007), asi como estudios en cereales, patata y en
parametros relacionados con la humedad en productos cérnicos y pescado
ahumado (Dah-Jye Lee et al., 2008), aunque la mayoria de estos estudios
son preliminares y en ningun caso estan enfocados al estudio de la calidad
sanitaria o frescura.

Asi en el presente trabajo se planteo como objetivo el desarrollar la
aplicacion de la espectroscopia de infrarrojo cercano (SW-NIR) como método
no destructivo de determinacion de la frescura de carne de pollo fileteada y
envasada.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion y preparacion de muestras.

La materia prima utilizada fue pechuga de pollo sin piel. Las muestras
fueron adquiridas de un supermercado local, las cuales procedian de
animales de 24 horas postmortem.

Con la finalidad de tener muestras de forma y tamafio aproximado, las
pechugas fueron fileteadas y envasadas en bandejas de plastico de 14 cm
por 11 cm adaptadas con una base en la que se suspendia la muestra (figura
1). Las muestras tenian un tamafio similar a la superficie de la bandeja,
siendo las dimensiones de los filetes aproximadamente de 5 cm de ancho, 8
cm de largo y 2 cm de alto. Las bandejas se sellaron con film plastico,
obteniendo una atmosfera con un 8% de vacio. Durante toda la experiencia
las muestras envasadas permanecieron a 4°C.

La toma de muestra se realiz6 a tiempo O (dia de compra y envasado),
a los 7 dias del envasado (aproximadamente igual al tiempo de vida util que
se le da a este tipo de producto) y a los 14 dias.

Los analisis realizados fueron: captura de imagen mediante infrarrojo
cercano realizada sobre el producto envasado y tras ser desenvasado, y
andlisis destructivos de humedad (x"), actividad de agua (ay), pH, nitrdgeno
basico volatil total (N-BVT), y unidades formadoras de colonias de
anaerobios totales (ufc/g). Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

Andlisis Fisico-quimico y microbiolégico
HUMEDAD (x%)

La humedad se determind mediante el método de la AOAC 950.46
(1997). Los pesasustancias con arena de mar y varilla de vidrio se secaron
en estufa (J.P. Selecta, S. A., Barcelona, Espaia) a 103 £+ 2° C durante 24
horas. A continuacion, se atemperaron en un desecador y se pesaron en una
balanza analitica (mg). Se afiadieron 10 g de muestra triturada y se peso6 de
nuevo el pesasustancias con varilla, arena y muestra (m;). Con ayuda de la
varilla de vidrio, se homogeniz6 la muestra con la arena de mar,
favoreciéndose la salida de agua del producto. Las muestras se mantuvieron



en estufa a 103 + 2° C durante 24 h, periodo tras el cual, los pesasustancias
se atemperaron en desecador y se tomo el peso de éstos (m.,). El porcentaje
de humedad expresado como gramos de agua por 100 g de muestra, se
calculé mediante la siguiente ecuacion:

%humedad= """ 100 1)

donde:

M= masa del pesasustancias con arena y varilla (g)
m;= masa del pesasustancias con arena y varilla antes de la desecacién (g)
m, = masa del pesasustancias con arena y varilla después de la desecacion

(9)

ACTIVIDAD DE AGUA (aw)

Para la determinacién de la actividad de agua se utilizo el equipo Aqualab
GB-X modelo Fast-Lab (GBX, Romans-sur-Isére, France), previa calibracion
con una disolucién saturada de sulfato potasico, trabajando a una
temperatura de 25°C. Este equipo basa su medida en la técnica de punto de
rocio. Las muestras previamente homogeneizadas (aproximadamente 5 g) se
colocaron en un porta muestra y se midié por lectura directa el valor de a,
hasta obtener 3 lecturas iguales consecutivas de cada muestra.

pH

El pH se midi6 con un pH-metro portatil MM40 (Crison Instruments S.
A, Alella, Barcelona, Espafia). Para ello, se tom6 10 g de producto y 90 mL
de agua destilada y se homogenizé la muestra con un Ultra-Turrax T25 (IKA
Labortechnick, Staufen, Alemania) antes de hacer la lectura (Fuentes, 2008).

NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (N-BVT)

El contenido de N-BVT se determind segun los procedimientos
descritos por Malle y Tao (1987). Para medir el N-BVT se homogeniz6 en
Ultra-Turrax T25 (IKA Labortechnick, Staufen, Alemania) 40 g de muestra,
previamente triturada, con 80 mL de una disolucibn acuosa de &cido
tricloroacético (7,5% p/v) durante 1 min. Este homogenizado se centrifugd a
4500 rpm durante 20 min y el sobrenadante fue filtrado a través de papel filtro
Whatman n° 1, obteniéndose asi el extracto de la muestra. En un tubo de

destilacion tipo Kjeldahl, se introdujeron 25 mL del filtrado obtenido y 5 mL de
una disolucion acuosa de NaOH (10% p/v). Los tubos se llevaron a una
unidad de destilacion PRO-NITRO M (Selecta, S. A., Barcelona, Espaia) y el
destilado fue recogido sobre 15 mL de una disolucién acuosa de acido borico
(4% pl/v). Finalmente, la disolucion obtenida se valordé con acido sulfurico



0,01 N, utlizando Shiro T-Shiro como indicador. Los resultados de
expresaron en mg de N-VBT/100 g de producto.

Niyso, T+ (Vi —V%)-(80+(m-H))-14

10°
m-25 @)

mg N/100g muestra=

donde:

N n.so.= normalidad del acido sulftrico

f = factor de normalidad del acido sulfurico

V= volumen de &cido sulfirico empleado en la valoracién de la muestra (L).
V= volumen de &cido sulfarico empleado en la valoracion del blanco (L).

m = masa de la muestra (Q)

H = contenido de humedad de la muestra (g agua/muestra).

MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS (ufc/g) (Norma 1SO4833,
2003)

Mediante este recuento se estimé la flora total del producto sin
especificar el tipo de gérmenes. Para ello se utilizé el método de recuento por
siembra en masa. Las muestras se pusieron en Stomacher durante 2 minutos
en una proporcion de 1:9 en agua de peptona tamponada (Scharlau Chemie
S.A., Barcelona, Espafia) haciéndose posteriormente series de disoluciones
decimales para cada muestra. 1 mL de cada disolucién decimal se deposito
en placas de cultivo a las que se agregé una disoluciéon de medio de cultivo
Plate Count Agar (PCA) (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafa). Los
recuentos de colonias se hicieron después de haber incubado las placas
durante 72 horas a 31+ 1°C.

Andlisis de imagen.
CAPTURA DE IMAGEN

Para realizar la captura de imagenes, las bandejas se ubicaron en una
cinta transportadora en la que previamente se monté y calibr6 el conjunto de
la camara CCD 102f (Basler Vision Technologies., Ahrensburg, Alemania) y
el filtro Specim ImSpector V10 1/2” (Specim Spectral Imaging, LTD., Oulu,
Finlandia) que se comport6 como una camara multiespectral lineal que
abarca desde el rango visible hasta el infrarrojo cercano, con un rango de
400 a 1040 nm de longitudes de onda. La iluminacion de la muestra se
realiz6 con dos lamparas de luz halégenas HI-SPOT 50W 230V (Havells
Sylvania, Gennevilliers, Francia) de forma indirecta para evitar en lo posible
reflejos. La posicion del iluminante y de la camara siempre fueron constantes
para obtener el mismo tamafio de imagenes. Se dejaron 18 cm de distancia
entre el iluminante y la muestra y de 40 cm entre las muestras y la camara.
Sobre cada una de las muestras se capturaron dos imagenes (figura 1),



haciendo que las lineas siempre fueran las mismas (entre tiempo 0 y tiempo
7 0 14 dias), para lo cual se definieron dos puntos de lectura por bandeja.

Las imagenes asi capturadas representaron la reflectancia de luz para
cada zona y muestra (n=15). Esta reflectancia se obtiene como consecuencia
de que el iluminante irradia la muestra, con lo que parte de la radiacion se
difunde en forma de calor tanto al ambiente como en la muestra, mientras
que la radiacion restante es reflejada por la propia muestra, siendo captada
por la cAmara y representada en una escala de blanco y negro con 256 tonos
de grises entre blanco y negro. Con la finalidad de eliminar la influencia de la
luz, se capturdé una imagen de un patrén blanco, para cada dia de captura de
imagen y bajo las mismas condiciones de captura de imagen.

Punto (1) de referencia
y captura de imagen

Linea de captura de imaaen 1

(2

Base B>

<——— Barqueta

| | P 2 f i
unto (2) de rg erencia

y captura de imagen

Muestra

" Linea de captura de imagen 2

Figura 1. Representacion del montaje para la captura de imagenes y
almacenamiento de muestras

ANALISIS DEL ESPECTRO

Para el tratamiento de las imagenes y la extraccién de datos se utilizd
el programa Matlab (The Mathworks, Natick, Massachussets, USA). Una vez
obtenidas las imagenes y con el fin de generar el espectro, se seleccion6 un
area central de estudio, estandarizando asi la zona de estudio para cada una
de las muestras. Sobre cada una de estas aéreas se calculo la reflexion para
cada longitud de onda, siendo el espectro de la muestra el conjunto de
valores de reflexion de ésta para todas las longitudes de onda evaluadas.
Con la finalidad de reducir las diferentes intensidades luz del foco iluminante,
gue se dan a diferentes longitudes de onda, se aplicé un filtrado. Una vez
normalizados los espectros, se calculé la inversa de su logaritmo y se le
aplicé una funcion de ajuste al entero mas cercano para mejorar Su
visualizacion.



Analisis estadistico

Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) para evaluar las
diferencias en los parametros fisico-quimicos y microbiologicos, entre los
diferentes dias de analisis. Se consideraron como variables dependientes
cada uno de los atributos evaluados y como factor el tiempo (dias).

El andlisis de regresion multiple se utilizé para describir la relacion de
las cinco variables evaluadas respecto al tiempo, siendo el nivel de
significacion establecido de a=0,05.

Con la finalidad de evaluar el efecto del film de envasado sobre la
medida espectrofotométrica se realiz6 un analisis estadistico de los
componentes principales (PCA) teniendo en cuenta la variable film asi como
el tiempo en el que se tomo la muestra. La seleccion del rango de longitud de
onda adecuado a fin de observar las diferencias entre los espectros para
cada tiempo de toma de muestra se realiz6 mediante el analisis discriminante
gue calculaba la distancia de Mahalanobis para eliminar los valores atipicos
(Meulemans et al., 2002).

La correlacion entre las franjas de los espectros seleccionados con el
tiempo asi como con las variables fisicoquimicas y microbiolégicas se llevé a
cabo aplicando una regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS
16.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion fisico-quimica y microbioldgica (analisis destructivo).

La tabla 1 muestra los valores promedio y error estandar de las
determinaciones fisicoquimicas y microbiolégicas realizadas sobre las
muestras de pechuga pollo fileteada y envasada durante 0, 7 y 14 dias a 4°C.
Para todos los parametros evaluados a excepcion de la humedad (x"), existio
interaccién significativa (P<0.05) entre la muestra y el tiempo de muestreo
por lo que se procedi6 a evaluar la influencia del tiempo de muestreo. En el
caso de la humedad, aunque no existi6 una variacion significativa de sus
valores con el tiempo de permanencia en refrigeracion, si se observo un
descenso paulatino de dichos valores, como consecuencia del exudado que
se genera como resultado de la accion enzimatica (sistema calpainico) sobre
las proteinas (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005; Zhang et al., 2005).



Tabla 1. Media + error estandar (se), y (P-value) para los valores de las
determinaciones fisicoquimicas y microbiolégicas en las muestras de pollo a
los 0, 7 y 14 dias de almacenamiento.

Tiempo x" + se a, tse pH + se (Mg /ngg-; +se log ufc/g £se
0 75,05+1,33a 0,988+0,00a 5,90 +0,00a 18,66 £ 0,10a 4,92 £ 0,01a
7 74,96 £0,02a 0,986 +£0,00a 6,10+ 0,00b 27,28 £ 3,57b 5,63 + 0,26b
14 72,62+0,08a 0,991+0,00b 6,17 +0,00c 38,74 + 0,35¢c 8,07 + 0,05¢c

Valores con letras diferentes difieren significativamente para P<0.01

Los valores de actividad del agua en las muestras de pollo se
mantuvieron constantes durante la primera semana del ensayo. Sin embargo,
este valor se incrementé significativamente (P<0.05) a los 14 dias, pasando
de valores de 0,986 a 0,991. El aumento pudo deberse a la accion
enzimatica sobre las proteinas la cual reduciria la capacidad de retencion de
agua (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005; Zhang et al., 2005) y por
consiguiente incrementar ligeramente los valores de ay,.

El N-BVT, es un parametro que esta regulado por la Comunidad
Economica Europea (CEE, 2005) para algunas especies de pescado entre
las que se destacan el Salmo salar y las especies pertenecientes a la familia
de los Pleuronectidae (excepto fletan), Merluciidae y Gadidae, entre otros. El
pollo es un producto que no entra dentro de la regulacion de la CEE, sin
embargo, los valores adquiridos permitieron obtener informacion sobre los
cambios bioquimicos ocurridos durante el almacenamiento de este producto.
Los resultados mostraron como las muestras  incrementaron
significativamente los valores de N-BVT a lo largo del tiempo (P<0.05),
duplicandose en 14 dias el contenido inicial (Tabla 1). En base a este
resultado y tomando como limite el establecido para pescado (30 mg/100g),
se podria decir que a los 14 dias de almacenamiento en las condiciones de la
experiencia, el producto ya no seria viable para el consumo humano. Valores
similares han sido encontrados por otros autores (Economou et al., 2009).

Los valores de pH en las muestras de pollo incrementaron su valor
inicial de 5,9 a un valor final de 6,17. Los datos obtenidos para los valores del
dia O fueron ligeramente superiores a los descritos por diferentes autores (de
Fremery y Lineweaer, 1962; Stewart et al., 1984; McGinnis et al., 1989),
quienes describen que después del sacrificio del animal, y a medida que el
acido lactico se acumula, el pH muscular desciende desde valores de 7,1 a
valores de 6,0-5,9 después de 2 y 3 horas post mortem en el musculo rojo de
las patas, mientras que el pH del musculo blanco de la pechuga puede
continuar disminuyendo mas alla de las 24 horas hasta alcanzar valores de
5,6-5,4 (Richardson y Mead 2001). El incremento de pH respecto al valor del
dia 0, durante la experiencia, pudo deberse a la disminucion de la disociacion
de electrolitos y un aumento en la formacién de amoniaco (Ko et al., 2005;
Chun et al., 2009).



El andlisis microbiolégico mostré como aumentd significativamente
(P<0.05) el numero de colonias mesdfilas (log (ufc/g)) con el tiempo de
almacenamiento a una temperatura de 4°C, siendo los datos para dia 0 (4,92
+ 0,01) y dia 7 (5,63 + 0,26) inferiores a 10° ufc/g. Aunque la legislacién
espafiola no menciona limites para bacterias aerobias mesdfilas en carne de
aves (CEE, 2007), distintos autores aconsejan limites orientativos en base a
los cuales se puede clasificar la calidad de la carne. Asi, con valores
inferiores a 10°° ufc/g supondria tener un producto de buena calidad (Pascual
y Calderén, 2000), con valores entre 10° y 107 un producto de calidad
aceptable y valores superiores a 107 un producto de calidad inaceptable
(Smolander et al., 2004). En base a estos criterios, las muestras analizadas
dejaria de ser viable antes de los 14 dias, dado que se alcanzaron valores de
10°® ufc/g. Segin Smolander et al., 2004 la fecha limite para alcanzar dicho
valor seria de 12 dias.

Con la finalidad de expresar la correlacion existente entre los
pardmetros de los analisis destructivos con el tiempo de almacenamiento a
4°C se procedid a realizar una regresion lineal. Como se observa en la
ecuacion (3) existiendo una muy buena correlacion (R?=0.998) entre el
tiempo de almacenamiento y los parametros de pH, ufc/gy N-BVT.

Tiempo = -237,266 - 0,172026*NBVT + 2,543*l0g ufc/g + 38,6232*pH  (3)

Andlisis de imagen (andlisis no destructivo).

Una vez realizada la adquisicion de las imagenes y después de su
tratamiento se obtuvieron los espectros (log (1/R)) para cada imagen. Los
espectros fueron clasificados segun el dia de toma de muestras (imagen) y
en base a la presencia y ausencia del film de envasado, es decir, a si las
imagenes fueron capturadas antes o después de que las muestras de pollo
fueran desenvasadas.

El andlisis estadistico de los componentes principales (PCA) (figura 2)
mostr6 que un hubo efecto del film de envasado sobre los valores de
intensidad de sefial. Este resultado pone en evidencia que la herramienta
SW-NIR podria ser utilizada para analizar productos envasados sin la
necesidad de ser desenvasados para su analisis. Resultados similares fueron
encontrados por Isaksson et al.,, 1992, quienes reportaron que en carne
vacuna picada envuelta en film plastico la transmitancia del infrarrojo cercano
no se vio significativamente influenciada por la presencia de un film, ademas
de no presentarse cambios obvios en la estructura del polimero cuando este
se encuentra en contacto con la muestra.

Por otro lado si bien el factor 1, el cual explicé el modelo en un 98.7 %,
no diferencié entre los diferentes tiempos de toma de muestra, el factor 2 con
un 1.3 % si reflejo la posible capacidad que podria tener la informacion
obtenida en los espectros en base a poder ser usada como herramienta para
determinar el tiempo de envasado.
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Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA) para las muestra
evaluadas con y sin film de envasado durante todo el periodo en estudio.

Con la finalidad de filtrar la informacién obtenida por los espectros de
las imagenes para cada tiempo de envasado en el que se tomaron las
imagenes (figura 3) y obtener un rango de longitudes de onda con las que se
pudiese diferenciar de forma estadistica el tiempo de envasado, se procedioé
a realizar un analisis discriminante que utiliza la distancia Mahalanobis (Ripoll
et al., 2008). Mediante esta herramienta estadistica se determiné que el
rango de longitud de onda que diferencia las muestras en funcion del tiempo,
fue el comprendido entre los 791 nm y los 859 nm. La Figura 4, muestra los
tres grupos diferenciados con longitudes de onda entre los 791 y los 859 nm,
siendo el factor 1 en un 99% el que explicé dicha diferenciacion.

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta la relacion existente
entre la informacion recibida por los datos de imagen y el tiempo de
envasado de la muestra se buscé una relacion matematica mediante la que
se explicase dicha relacion. Para ello se realizO una regresion lineal
(ecuacion 4) la cual presenté un ajuste de un R*=0.952.

Tiempo = 38.8164-168.83*l0g(1/R7*#%) (4)
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Figura 3. Espectro de reflectancia (log (1/R)) de las muestras durante el
periodo en estudio.
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Figura 4. Representacion de los grupos obtenidos mediante el método
discriminante.

Correlacion entre el analisis de imagen (analisis no destructivo) vy los
andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos (analisis destructivos).

Para estudiar la relacién de la variacion del espectro a lo largo del
periodo de almacenamiento con la variacion a los largo del tiempo de los
pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos se realizé un analisis estadistico
mediante el método de regresion de cuadrados minimos parciales (PLS). De



los cinco parametros evaluados (Tabla 2), el pH, el N-BVT vy las ufc/g fueron
los que mejor explicaron el comportamiento de la imagen en relacion con el
tiempo (P<0.01). Ademas, estos tres parametros estan relacionados entre
ellos. Durante el proceso en el que la carne de pollo va perdiendo frescura,
se produce un incremento de los microorganismos presentes en ella
(Smolander et al., 2004) (Tabla 1), los cuales incrementan el nivel de N-BVT
(Economou et al., 2009) (Tabla 1) el cual estda formado por sustancias
alcalinas que conllevan a un aumento del pH (Ko et al., 2005; Chun et al.,
2009). Aungue esta relacion causa-efecto, que explicaria de forma detallada
como se degrada la carne de pollo envasada, no es utilizada como indicador,
si puede servir de guia dado que otros productos como en el pescado (con
mayor formacion de N-BVT) si es utilizada.

Al aplicar una técnica de regresion lineal con los parametros
fisicoquimicos y microbioldgicos influyentes, se obtuvo la ecuacion (5) que
relaciona la sefial espectrofotométrica con dichos parametros con un R?=
0.929. Similares comportamientos fueron encontrados por otros autores los
cuales trabajando a longitudes de onda mucho mayores y observaron
relaciones entre los cambios espectrales en productos carnicos y de la pesca
y la pérdida de frescura relacionada con el crecimiento microbiano (Ellis et al.
2002; Lin et al., 2004; 2006; Horvath et al., 2008).

log (1/R7°+89)= -329301 + 2110,87*log ufc/g - 256,107*NBVT - 371,949*pH  (5)
Tabla 2. Factores utilizados para generar el modelo, valor de correlacion (%)

y (P-value) de los diferentes factores de regresion lineal por cuadrados
minimos parciales.

Componente R’ P-Valor
Tiempo 0,952 0,000
pH 0,969 0,000
N-BVT 0,831 0,000
Log ufc/g 0,549 0,000
X" 0,327 0,107
Ay 0,229 0,192

Conclusiones

La pérdida de frescura de la carne de pollo fileteada y envasada, se ha
relacionado con un incremento del pH, de los compuestos N-BVT y de la
proliferacion de microorganismos (ufc/g).

El espectro de las imagenes obtenidas mediante la técnica de
espectrofotometria de infrarrojo cercano (SW-NIR) esta relacionado con el
tiempo de almacenamiento de las muestras de pollo fileteadas y envasadas,
siendo el intervalo de longitud de onda comprendido entre 791 nm y los 859
nm el que mejor discriminaria éste. Ademas esta relacion vendria definida
por la observada entre los valores de reflectancia (log (1/R)) y los parametros
pH, N-BVT vy log (ufc/g).



En base a estos resultados se podria decir que el uso de imagenes
multiespectrales de infrarrojo cercano (SW-NIR) puede ser un buen
instrumento para la prediccion de la frescura de carne de pollo fileteada y
envasada, aungue son necesarios sucesivos estudios a fin de profundizar en
la técnica y poder obtener una herramienta totalmente fiable y aplicable al
sector.
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