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APROXIMACION DE LA TECNICA DE ANALISIS DE PATRONES LASER PARA LA CARACTERIZACION DE
LA TEXTURA DE CARNE DURANTE SU MADURACION

RESUMEN

En el presente trabajo se ha evaluado la capacidad de la técnica de imagen basada en el
reconocimiento de patrones de dispersién laser para la caracterizacién en continuo del proceso
de maduracidén de la carne. Esta técnica se basa en hacer incidir la luz coherente de un laser
sobre la muestra, de forma que este laser interacciona con la matriz del alimento, generando
patrones de luz que se analizaran ulteriormente mediante el uso de descriptores y variables
obtenidas de estos patrones y de los pixeles que componen las imdagenes. El hecho de ser un
analisis en continuo es un aspecto de crucial importancia, dado que el proceso de maduracidn
de la carne es un proceso dindmico y continuo. Esto es posible gracias a que se trata de una
técnica no destructiva, lo que supone una gran ventaja sobre las tradicionales técnicas
destructivas.

Para llevar a cabo la experiencia se utilizaron filetes de ternera de corte comercial, estos
presentan una homogeneidad en su espesor. Con la finalidad de incrementar los cambios que
sufre la carne durante su maduracion, a un lote se le afadié superficialmente un enzima
exogeno, papaina. Durante las 26 horas que duré la experiencia, se fueron tomando medidas
periédicamente con la finalidad de analizar paralelamente la textura y la variacién del patrén
laser generado. El analisis de textura se realizé mediante el método de corte Warner-Bratzler.
Para el analisis de imagen, las muestras fueron dispuestas de forma que dos laseres, no al
unisono, incidian sobre la muestra. Uno dispuesto sobre la muestra con un angulo de 45°
respecto a la vertical entre la cdmara y la muestra y el otro situado en la parte inferior de la
muestra, en la misma vertical que la muestra y la cdmara. Las imdgenes tomadas registran los
patrones laser y son procesadas extrayendo descriptores que las caracterizan, estos son
analizados mediante andlisis estadisticos multivariados y correlacionados con los resultados de
textura.

Los resultados han mostrado como el analisis de patrones de dispersion laser permite
caracterizar el estado de maduracién de la carne, aportando informacion sobre su textura de
una forma continua y no destructiva, siempre y cuando la disposicién del laser sea en la parte
inferior de la muestra y en la misma vertical que ésta y la cdmara. Ademas, han evidenciado
como la aplicacién del enzima incrementa la velocidad de los cambios en la carne, pero también
la formacion de un gel superficial que minimiza los cambios en los patrones del laser. Aun asi,
los descriptores obtenidos a partir de lainformacién procedente del analisis de imagen, asi como
su reduccién a una sola componente principal, se han correlacionado muy bien con los valores
de textura de las muestras a lo largo del estudio, tanto para las muestras sin enzima afiadido
como en las anadidas, describiendo estas. Esto ha permitido poder obtener modelos tedricos
gue pueden minimizar el efecto gel superficial de las muestras con enzima exdgeno afadido,
caracterizando su textura al igual que con las muestras de carne control.
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USE OF LASER-DIFFRACTION-FINGERPRINT TO CHARACTERIZE MEAT TEXTURE ALONG ITS
MATURATION

ABSTRACT

The capacity of the image technique based on the recognition of laser dispersion patterns
for the continuous characterization of the meat maturation process has been evaluated in this
paper. This technique is based on involving the coherent light of a laser on the sample, so that
this laser interacts with the food matrix, generating patterns of light that will be further analyzed
by using descriptors and variables obtained from these patterns and the pixels that make up the
images. As the process of meat maturation is a dynamic and continuous process, the continuous
analysis is a crucial aspect. This is possible because it is a non-destructive technique, which is a
great advantage over traditional destructive techniques.

To carry out the experiment, commercial beef fillets were used, these have a homogeneity
in their thickness. In order to increase the changes that the meat undergoes during its
maturation, an exogenous enzyme, papain, was added superficially to a batch. During the 26
hours of the experiment, regular measurements were taken in order to analyze in parallel the
texture and variation of the laser pattern generated. Texture analysis was performed using the
Warner-Bratzler shear method. For image analysis, the samples were arranged so that two
lasers, notin unison, affected the sample. One arranged on the sample at an angle of 45°relative
to the vertical between the camera and the sample and the other located at the bottom of the
sample, in the same vertical as the sample and the camera. The images taken record the laser
patterns and are processed extracting descriptors that characterize them, these are analyzed by
multivariate statistical analysis and correlated with texture results.

The results have shown how the analysis of laser dispersion patterns allows to characterize
the maturation state of the meat. This provides information about its texture in a continuous
and non-destructive way, if the arrangement of the laser is in the lower part of the sample and
in the vertical between the sample and the camera. In addition, they have shown how the
application of the enzyme increases the speed of changes in meat, but also the formation of a
surface gel that minimizes changes in laser patterns. However, descriptors obtained from image
analysis, as well as their reduction to a single main component, have been well correlated with
the texture values of the samples. This applies for both samples, that is the sample without
added enzyme and the sample with added enzyme. Results obtained have allowed to obtain
theoretical models that can minimize the surface gel effect of samples with added exogenous
enzyme, characterizing their texture as in the case of control meat samples.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el sector industrial busca una mejora continua de la calidad y la seguridad.
Esta mejora continua de la calidad persigue como objetivo principal aumentar la satisfaccion del
cliente alcanzando sus expectativas y de esta forma abrirse paso en un mercado tan exigente y
competitivo como es el mercado actual (Greensill y Newman, 1999; Lim y Antony, 2016). Para
ello es crucial incrementar la eficiencia del control de procesos. Una medida para lograr este
incremento en la eficiencia seria la implantacién de mecanismos automaticos de deteccion de
control de procesos. Los objetivos que se buscan con ello son reducir el tiempo y el gasto
(Adebayo et al., 2016). Distintas alternativas para lograr esta mejora pueden ser tanto la
sustitucion de técnicas y métodos tradicionales por procesos mds modernos como la evolucidn
de estas técnicas tradicionales. Una propuesta de esta tecnologia engloba a las técnicas no
destructivas, con las que se consigue mantener intactas e inalteradas las muestras. Esta
tendencia, al igual que en otros sectores, cobra gran importancia en la industria alimentaria,
donde poder monitorizar y controlar variables fisicoquimicas, estructurales o la composicién de
la materia prima en linea de forma continua puede ser un aspecto decisivo. Adema3s, estos
procesos aportan flujos de informaciédn muy elevados en muy poco tiempo (Verdu et al., 2019).
Ejemplos de estas técnicas de caracterizacidon no destructivas podrian ser técnicas basadas en
propiedades eléctricas (Ahmed et al., 2007; Hlavacova, 2003; Basaran et al., 2010), ultrasonidos
(Mizrach, 2007), narices electrénicas (Dutta et al., 2003), lenguas electrénicas (Men et al., 2008),
resonancia magnética nuclear (NMR) (Chen et al., 1993), etc.

Dentro del analisis de imagen existe una gran variedad de métodos, pero en general todos
presentan ventajas importantes, como son la capacidad de automatizacion del proceso y analisis
in-line y la posibilidad de detectar propiedades muy especificas de forma simultanea
(abaratando costes y tiempo). Otra ventaja es que las herramientas de imagen pueden
integrarse en técnicas que no funcionen mediante imagen, combinandose y mejorando estas
(Chenetal., 2013).

Existen multitud de estudios y aplicaciones en los que se usan este grupo de técnicas no
destructivas: imagen hiperespectral, deteccidon de defectos en manzanas (Mehl et al., 2002);
resonancia magnética, determinacién de la maduracién en frutas (Clark and MacFall, 2003);
rayos X, deteccién de raspas en filetes de pescado (Mery et al., 2011); ultrasonidos por imagen,
deteccion de cambios fisicoquimicos y variacidon de densidad en productos lacteos (Gan et al.,
2006); imagen térmica, deteccion de calidad en carne (Costa et al., 2007); imagen de
fluorescencia, estudio de la distribucidn de grasa en cerdo (Adedeji et al., 2011); imagen por
olor, frescura en carne y pescado (Salinas et al., 2011), etc.

El andlisis de patrones de dispersién laser es una de las muchas herramientas no
destructivas de analisis por imagen. Consiste en hacer incidir la luz coherente de un laser sobre
la muestra, de forma que este laser interacciona con la matriz del alimento, generando patrones
de luz que se analizaran ulteriormente mediante el uso de descriptores y variables obtenidas de
estos patrones y de los pixeles que componen las imagenes. Esta técnica presenta las ventajas
mencionadas anteriormente para las no destructivas, y ademdas cuenta con una ventaja
fundamental, y es su reducido coste econémico (Fulladosa et al., 2017). Esta tecnologia se ha
utilizado en campos tan variados como es el campo de la medicina, para la determinacién del
volumen y de la concentracion de hemoglobina (Tycko et al., 1985), la odontologia, para la
deteccion de caries (Darling et al., 2006) o la astrofisica, para la determinacion de pequefias
particulas procedentes de rocas espaciales (Maconi et al., 2018), asi como ultimamente en el de
los alimentos, en procesos de agricultura y alimentarios (Adebayo et al., 2016), determinacion
del contenido en sélidos solubles y firmeza en manzanas (Qing et al., 2008), deteccion de dafios
por frio en platanos (Hashim et al., 2013), modelizacidon de cambios que influyen en la calidad
de manzanas (Chen et al., 2006), evolucién del estado de madurez en tomate (Tu et al., 2000),
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etc. En el sector de la carne y productos carnicos se estan realizado estudios preliminares en la
evaluacién de la frescura en carne de cerdo (Li et al., 2016); contenido de agua y protedlisis en
jamon curado (Fulladosa et al., 2017), etc.

De manera andloga al resto de sectores alimentarios, el sector de la carne también persigue
una mejora continua de la calidad, fruto del avance de nuevas técnicas de andlisis no
destructivas, que permitan un andlisis en continuo de forma econdmica y rdpida. La calidad de
la carne viene definida por dos pardmetros, la materia prima y la maduracién. Este fendmeno
se debe a los cambios producidos en el musculo desde el rigor mortis. Estos cambios son
producidos por la actividad enzimdtica, que degrada las proteinas musculares de forma
continua. La actividad enzimatica provoca en la carne cambios de textura, aroma y color,
afectando a sus caracteristicas organolépticas y suponiendo un motivo clave para la aceptacion
o desaprobacién del cliente, pudiendo de esta forma alcanzar sus expectativas o crear rechazo
hacia el producto. Este proceso se lleva a cabo principalmente por proteasas de tipo
endopeptidasas, entre las que destacan las calpainas y las catepsinas. Las calpainas son
proteasas cisteinicas intracelulares, calcio dependientes. Mientras que las catepsinas son
proteasas acidas, localizadas en los lisosomas. Estas son liberadas tras una disrupcion lisosomal,
debido a una caida del pH (Chéret et al., 2007). Cuando ambas se encuentran presentes se
produce un proceso sinérgico que degrada principalmente las proteinas miofibrilares y en
menor medida las sarcopldsmicas, generando fragmentos proteicos y peptidicos que servirdn de
sustrato a las exopeptidasas (Lépez, 2015). Como consecuencia de estos cambios se produce
una mejora de la calidad sensorial provocada por una intensificacién del sabor y un incremento
en la terneza de la carne a medida que avanza el proceso madurativo.

Existen multiples técnicas para evaluar la maduracidn o terneza de la carne, aunque
generalmente este analisis se lleva a cabo por medio de técnicas de andlisis de textura directos.
Asi, se puede determinar mediante distintos ensayos, como puede ser el de corte, donde se
mide la fuerza (N) necesaria para cortar un trozo de carne. Esta incision puede llevarse a cabo
mediante distintos métodos de corte, como Warner-Bratzler (descrito por varios autores:
Naveena et al., 2004, Barekat y Soltanizadeh, 2017; Ashie et al., 2002) o la hoja de cuchilla
Meullenet-Owens (descrito por Lee et al., 2008), para los cuales se utiliza una Unica cuchilla o
Allo-Kramer (descrito por Cavitt et al., 2004), que utiliza una celda compuesta por 9 o 10
cuchillas, con el propdsito de simular la mordida. Dos de los pardmetros mas habituales de
estudio para estos métodos son la fuerza mdximay el trabajo. Otro ensayo utilizado es el analisis
del perfil textural (TPA), mediante el cual se mide la fuerza de compresidn desarrollada por el
texturémetro cuando se comprime una pieza de carne (De Huidobro et al., 2005). También es
posible evaluar la textura de la carne mediante un ensayo de puncidon mediante aguja (descrito
por Cavitt et al., 2004, donde se utilizé una aguja de 2 mm de didmetro). Por otro lado, algunos
ejemplos de técnicas de anadlisis que no se basan en la textura de forma directa son la molienda
(Kamdem vy Hardy, 1995), analisis del marmoleo de la carne (Shiranita et al., 1998),
determinacién de colageno (Christensen et al., 2011; Light et al., 1985), etc.

Por consiguiente, la textura es para muchos autores (Fu, 2016; Ashie et al., 2002; Cluff et
al., 2008; Choi et al., 2006) uno de los atributos de calidad mds importantes en la carne para el
consumidor. Tanto es asi, que en algunas ocasiones se realiza un proceso de tenderizacién, con
el objetivo de ablandar la carne y satisfacer las necesidades del consumidor. Una de las técnicas
mas comunes para llevar a cabo esto es la adicion de enzimas proteoliticas, como pueden ser la
papaina o bromelina.

En el caso de la papaina, provoca una hidrélisis proteica que acelera la maduracion de la
carne, ya que rompe el enlace peptidico que une las proteinas, generando péptidos de menor
tamafio o incluso aminoacidos libres e hidroxiprolina (Istrati, 2008), un aminoacido no esencial



que protege frente a ataques de microorganismos externos y que es necesario para la sintesis
de colageno (Jenkins et al., 2003).

Otra caracteristica a destacar de este enzima es que es estable al calor y muy dificil de
inactivar, lo que permite una textura continua de la muestra tras el cocinado. Esto se debe a que
su temperatura éptima de actividad se situa entre 65 y 80 °C (Barekat y Soltanizadeh, 2017;
Calkins y Sullivan, 2007). Ademds, tiene un amplio intervalo de accidn, por lo que descompone
indiscriminadamente las principales proteinas musculares (tejido conjuntivo (colageno
principalmente) y proteinas miofibrilares) (Ashie et al., 2002; Calkins y Sullivan, 2007).

Este proceso de tenderizacion se lleva a cabo, porque ademads de existir un rechazo por
parte de la poblacién hacia la carne de elevada dureza, en la actualidad, existe un gran nimero
de personas que no pueden consumir carne a no ser que esta sea muy tierna. Uno de los sectores
mas damnificados es el de las personas de edad, ya que a medida que el ser humano se hace
mayor sufre una atrofia de los musculos de la masticacion, lo que, sumado a una pérdida de
piezas dentarias, imposibilita por completo el consumo de carne salvo que esta cuente con una
textura adecuada. Otra de las patologias mas comunes que limitan el consumo de carne
excesivamente dura es la disfagia. La disfagia es un trastorno que afecta a la habilidad para
tragar (Gonzalez y Bevilacqua, 2009), dificultando la formacion del bolo alimenticio. Este
trastorno puede ser provocado por multitud de causas, como pueden ser un accidente
cerebrovascular, problemas neuroldgicos, presencia de tumores en la garganta, traqueotomias
o enfermedades degenerativas como el Alzheimer o el Parkinson, por lo que es un problema
habitual de nuevo en personas mayores, llegando a alcanzar una incidencia entre el 50-65% en
ancianos (SEGG, 2006).

Por tanto, el hecho de poder evaluar la textura de la carne y poder determinar incluso sus
rangos de textura puede ser interesante tanto para el sector social, empresarial como cientifico.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es evaluar la capacidad de la técnica de imagen basada
en el reconocimiento de patrones de dispersién laser para la caracterizacion en continuo del
proceso de maduracién de la carne.

Ademads, como objetivo secundario, se persigue el estudio de la evolucién textural sobre
un grupo de muestras control y un grupo de muestras con accion enzimdtica afiadida
exogenamente, para obtener informacion de forma no destructiva y modelos de prediccién de
calidad.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materia prima
3.1.1 Carne

Se utilizaron 5 lotes distintos de filetes de carne de ternera (60 muestras) adquiridos de un
supermercado local, ya que estos productos suministrados de forma industrial presentan
espesores homogéneos. Dichos lotes fueron recombinados en bandejas con el fin de abordar la
variabilidad entre individuos, congelandose a -202C. Antes de cada experiencia, los filetes fueron
descongelados en refrigeraciéon durante 24 horas. Los filetes se cortaron en piezas de 60 mm x



60 mm x 7 mm. Para asegurar unas dimensiones homogéneas se utilizd6 un molde metalico
cuadrado de cocina de 60 x 60 mm.

De las 60 muestras, 30 fueron utilizadas en el estudio de imagen y las 30 restantes para el
estudio de imagen y textura. Para este Ultimo, a cada toma de muestra se retiraron 3 muestras
control y 3 con tratamiento de enzima.

3.1.2 Enzima

Con el objetivo de hacer mas visibles y acelerar cambios en la evolucién de la maduracién
y la textura de la carne se afiadié un enzima de origen natural. Este enzima fue la papaina
(Biocon, Les Franqueses del Vallés, Espafia), un enzima proteolitico (lonescu et al., 2008) con
accion tanto endopeptidasa como exopeptidasa.

La aplicacion del enzima se realizé espolvoreando de forma homogénea un 1% (p/p) sobre
la superficie de la carne.

3.2 Analisis de textura

La textura de la carne se caracterizé mediante el método de corte Warner-Bratzler descrito
por varios autores (Naveena et al., 2004; Barekat y Soltanizadeh, 2017; Ashie et al., 2002). La
experiencia se realizd en un analizador de textura TA-TX2 texture analyzer (Stable Micro
Systems, Surrey, UK), equipado con una célula de carga de 25 kg. El software empleado fue
Exponent (Stable Micro Systems Ltd, version 6.1.11.0) y los pardmetros estudiados fueron fuerza
maxima positiva y drea de trabajo positiva.

Para realizar el estudio de textura se corté cada muestra en dos partes y se realizaron 2
medidas de cada parte, obteniendo de este modo 4 medidas por muestra. El objetivo de este
procedimiento para el método de muestreo fue abordar la variabilidad dentro de cada muestra
y obtener 4 medidas de cada muestra, de las cuales se obtuvo el valor promedio. De esta manera
se intentd caracterizar la textura de la carne de una forma representativa y con el menor error
posible, ya que como es importante destacar, la variabilidad en la carne es extremadamente
alta.

La toma de muestra se realizd alas 0, 1, 3, 5y 26 horas del tratamiento con el enzima.

3.3 Analisis de humedad

La determinacién de humedad se llevd a cabo mediante el método por secado en estufa
con circulacidn forzada de aire a presién atmosférica descrito por la AOAC International en
Official Methods of Analysis y por varios autores (Garcia y Fernandez, 2012; Nielsen, 2010).

Tras transcurrir las 24 horas de estudio de las muestras, estas fueron introducidas en la
estufa a 101 °C con el objetivo de provocar la evaporacién de agua y asi poder obtener el
porcentaje de agua de cada muestra y estudiar posibles diferencias entre muestras control y con
adicion de enzima. Al cabo de unas horas, una vez estabilizado el peso se extrajeron de la estufa
y se calculé el peso final.

El analisis se realizd sobre muestras a tiempo 0 y al final de la experiencia.



3.4 Dispositivo de captura de imagen

Se dispuso de dos camaras que impedian el paso de luz, en las que se instald un dispositivo
capturador de imagen (Logitech C922 Pro Stream Webcam) y un laser de diodo de alineacion
gue emitia luz coherente (Fulladosa et al., 2017) de color rojo (650 nm) (Li et al., 2016) con una
potencia de 50 mW. La ventaja de la luz coherente radica en que estd es constante tanto en
longitud de onda, como en direccidon, como en fase, siendo esto un aspecto clave para la
monitorizacidn. Como recipiente transparente de la muestra se utilizaron placas Petri, las cuales
se colocaban sobre un soporte metalico.

Cabe distinguir entre las dos disposiciones que se utilizaron en el experimento, cada una
en una camara, aunque presentaban las mismas caracteristicas. La primera disposicién de los
elementos se corresponde con la representada en la figura 1A, donde el laser se situd encima
de la muestra, y que incidia con un angulo de unos 45° sobre la muestra. Mediante esta
disposicidn se estudid el fendmeno fisico de la difraccidn, ya que la luz emitida por el laser
chocaba con la superficie de la muestra y salia difractada. La segunda colocacidén de la camara
consistia en situar el Iaser abajo, coincidiendo con la muestra y la cdmara en la misma vertical,
de forma que la luz atravesaba la parte central de la muestra, estudidandose por tanto el
fendmeno de refraccién (figura 1B).
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FIGURA 1. A: Representacion de la disposicion 1 (Idser arriba). B: Representacion de la
disposicion 2 (ldser abajo).

Para ambas disposiciones la cdmara captaba los patrones de luz formados por el laser
(figura 2) al interactuar con la matriz del alimento, de modo que estos patrones variaban con el
tiempo. Se tomaron imagenes a cada tiempo de toma de muestras (0, 1, 3, 5 y 26 horas). Estas
imagenes se tomaron con el modelo de color RGB. El Idser se activaba en el momento de la toma
de imdgenes y se desactivaba al terminar esta.

La distancia entre el laser y la muestra fue elegida con el objetivo de favorecer la maxima
obtencidn de informacién posible. Esta distancia fue de 20 cm para la primera cdmara y de 19
cm para la segunda, como se muestra en la figura 1. Estas distancias fueron similares a las
descritas por Verdu et al. (2019).

3.5 Procesado de datos

Tras la captura, recogida y agrupacion de imagenes se realiza el analisis de patrones de
dispersion laser caracteristicos (figura 2), estudiando entre otros el pico maximo de intensidad



generado en el centro de la muestra, y los anillos generados diametralmente, asi como la
relacion entre ellos.

A B

FIGURA 2. A: Patrdn de luz ldser creado al incidir la luz desde arriba, difraccion. B: Patron de luz
Idser creado al incidir la luz desde abajo, refraccion.

Para llevar a cabo este analisis se aislan las zonas de cambio, y se comparan con el patrén
a tiempo 0O, fijando el nimero de pixeles. Para llevar a cabo dicho procesado se utilizéd un
software desarrollado por el grupo de trabajo (Verdu et al., 2019). El procesado de las imagenes
hasta la obtencién de los descriptores que las caracterizan se realizé siguiendo el siguiente
esquema:

1. Seleccién de la zona de interés y recorte.

2. Conversién a escala de grises: Con la finalidad de reducir el volumen de informacion de las
imagenes estas se convierten de RGB a escala de grises (8 bits, 255 valores de gris).

3. Segmentacion: donde las diferentes zonas de la morfologia del patrén laser se delimitan con
diferentes valores de gris (como se explica a continuacidn) y se mide el nimero de pixeles.
La figura 3 a modo de ejemplo muestra un patrdn de laser capturado. Las imagenes muestran
un patrén de difraccién tipico, donde se genera un pico de intensidad maxima en el medio,
comunmente conocido como el disco Airy, con anillos concéntricos cuyo tamafio aumenta a
medida que disminuye su intensidad. Estos anillos son conocidos como interferencias
constructivas y destructivas. Este patron sigue las propiedades reportadas en otros estudios,
donde esta técnica fue utilizada para estudiar diferentes matrices de alimentos (Adebayo et
al., 2016; Mollazade et al., 2013; Verdu et al.,, 2019). Los descriptores de imagen
desarrollados fueron delimitados a partir de la morfologia visual, y se dividieron en dos
grupos (directos y relativos) seglin su procedimiento de extraccién. El grupo de los
descriptores directos representan valores absolutos de las areas del patrdn laser (figura 3) y
se definen como:

- A: recoge el area de pixeles correspondiente al patrén de luz completo.

-W,, Wpy We: recoge el area de pixeles correspondiente al patron de luz completo, tomando
solamente informacién de la escala de gris que comprende valores entre 101-255, 51-100
y 0-50, respectivamente.

El grupo de los descriptores relativos representan la parte proporcional de la totalidad del
area de pixeles establecida a diferentes niveles:



- Wp, W1, W, W3! recoge, el area dada por el 20, 40, 60 y 80% de la altura del patrén de luz.

- W4: recoge el didmetro dado por la altura maxima del patrén de luz.

Transformacién a 8 bits
Tonodegris B 1 A

(19x1d) enduessig

FIGURA 3. A: Patron de luz Idser captado en el modelo de color RGB. B: Patrdn de luz Idser
convertido a escala de grises (8 bits, 255 valores de gris) con esquema de los descriptores directos

obtenidos a partir del drea (Wg, W1, W3, W3 y Wy). C: Esquema de los descriptores directos
obtenidos a partir del umbral de color (W,, Wp, We).

3.6 Analisis estadistico

Los resultados procedentes del analisis de textura, humedad y del descriptor W4 se
analizaron estadisticamente a través de un analisis de la varianza ANOVA multifactorial para
determinar si existian diferencias significativas generadas por los factores tiempo, enzima y su
interaccion. El software utilizado fue Statgraphics Centurion XVILII version 17.2.04. Se empled
un intervalo de confianza del 95% y un valor de p <0,05 estadisticamente significativo para
todos los analisis.

Dada la gran cantidad de datos obtenidos a partir de los descriptores generados del analisis
de las imagenes, estos se procesaron mediante el analisis multifactorial de Componentes
Principales (PCA) reduciendo de esta forma la dimensionalidad, comparandose la varianza
recogida y la agrupacion espontanea de las muestras. El andlisis de componentes principales o
PCA es un método estadistico multivariado usado generalmente para reducir la dimensionalidad
de un conjunto de variables cuantitativas para obtener un nimero reducido de nuevas variables
Ilamadas componentes principales (PC) que son el resultado de la combinacién lineal de algunas
de las variables originales. Para realizar este estudio se usé la herramienta PLS Toolbox 6.3
(Eigenvector Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una extensidon en el ambiente
computacional R2012a (The Mathworks, Natick, Massachusetts, USA).



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis textura y humedad

Una vez realizados los estudios y analizados los datos obtenidos se observé como la textura
de las muestras fue cambiando a lo largo del tiempo de estudio (figura 4). Los analisis mostraron
como tanto los valores de fuerza maxima (figura 4A) como el trabajo (figura 4B), necesarios para
producir el corte de las muestras, fueron cada vez menores. Este resultado mostraria como las
muestras durante el tiempo de estudio se reblandecen, es decir incrementan su terneza.
Concretamente las muestras que mas disminuyeron los valores de textura fueron las que
contenian el enzima, de forma similar a lo descrito por Abdel-Naeem y Mohamed (2016) y Ashie
et al. (2002). Esta reduccidn de textura se debe a que la papaina provoca una ruptura del tejido
conectivo y de las proteinas miofibrilares, como consecuencia de la ruptura del enlace peptidico
gue une estas proteinas (Barekat y Soltanizadeh, 2017). Esta actividad seria mayor que la propia
generada por los enzimas enddgenos de la carne, calpainas y catepsinas, las cuales serian las
responsables de la degradacién de la muestra control (Chéret et al., 2007; Dransfield y Sosnicki,

1999).
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FIGURA 4. Evolucion de la fuerza mdxima (N) (A) y del trabajo (N/s) (B) del andlisis de textura de
las muestras control y con tratamiento enzimdtico.

Si bien ambos conjuntos de muestras tuvieron valores estadisticamente iguales a tiempo
0, con el paso del tiempo el comportamiento fue diferente. Las muestras control sufrieron un
descenso de la dureza progresivo, variando los valores de fuerza maxima requerida para cortar
la muestra desde los 73,01 N a los 51,94 N, es decir una variacion del 29% N tras 26 horas de
estudio. En cambio, las muestras con adicién de enzima, para el mismo tiempo, pasaron de
valores de 67,59 N a 31,75 N, lo que supuso un descenso del 53%. Pero de este descenso, el 77%
se dio durante las primeras 3 horas y siendo en el caso del trabajo del 84,23 %. Estos resultados
cuantifican la mayor actividad enzimatica de la papaina con respecto a las catepsina y calpaina
propias de la carne (Calkins y Sullivan, 2007).

Evaluando los resultados estadisticamente, a las 3 horas ya se observan diferencias
significativas para ambos grupos de muestras como muestran los intervalos LSD (Least-
Significant-Difference) o diferencia minima significativa, siendo la diferencia entre ambas de
28,03 N de fuerza maxima y 145,39 N/s de trabajo. A partir de este tiempo, las diferencias van
disminuyendo, sucediendo una aproximacion de ambos conjuntos de muestras, hasta llegar a
las 26 horas, donde desaparecen de nuevo las diferencias significativas para los valores de
trabajo y ambos grupos rozan la igualdad estadistica para la fuerza maxima dada la dispersién
de los valores obtenidos.



Esta tendencia se debe a que el proceso de maduracién de la carne es un proceso dinamico,
donde la actividad enzimatica que actua sobre ella lo hace de forma continuada y a que
mediante la adicién de papaina se logra la aceleracién y el incremento de unos cambios que
ocurren de forma natural en la carne, pero mas lentos y atenuados.

Un aspecto importante que comentar es el hecho de que estos valores presenten errores
tipicos tan altos, reflejados en las graficas en unas barras de error moderadamente amplias,
provocadas por la dispersidn de los resultados. Esto se debe a la variabilidad de cada muestray
a la variabilidad dentro de cada porciéon de muestra. Esta variabilidad de la carne viene dada
principalmente por la presencia variable de tejido conectivo, formado por colageno y elastina.
En primer lugar, es importante destacar que la ternura de la carne es el resultado de la debilidad
de las miofibrillas y el tejido conectivo intramuscular (Ashie et al., 2002; Fu, 2016). La dureza de
este tejido conectivo depende de la cantidad, del tipo y de las uniones de los enlaces cruzados
entre las células de colageno, fendmeno que se acentla en carnes de animales de elevada edad,
aumentando su dureza (lonescu et al., 2008; Ashie et al., 2002). Ademas, la solubilidad del
colageno tiene una gran influencia sobre la textura, ya que existe una correlacién positiva entre
la ternura de la carne y la solubilidad del colageno (Fu 2016). Por afiadidura, si el corte se
produce en una muestra con abundante tejido conectivo y por tanto abundante coldgeno, esta
presentarda mas resistencia al corte, que si este se produce en una muestra abundante en tejido
graso.

Dado que durante el madurado de la carne se produce una degradacién de las proteinas
miofibrilares que provoca una reduccion de su capacidad para retener agua (Fulladosa et al.,
2017), se analizé la cantidad agua de las muestras antes y después de la maduracién con o sin
tratamiento enzimdtico con papaina (Tabla 1). Esta degradacidn proteica es consecuencia de la
actividad enzimatica de la calpaina y catepsina.

TABLA 1. Valores medios de humedad, desviacion estdndar y resultados del andlisis de la
varianza ANOVA simple. Los resultados obtenidos del test de LSD se muestran en forma de letras,
relacionando las letras iguales con los resultados estadisticamente iguales.

Tipo de muestras Media
MUESTRA (0 horas)  74,80+0,44 a
CONTROL (26 horas)  74,60+0,26 a
ENZIMA (26 horas)  73,45+0,25 b

Los resultados mostraron como las muestras control no variaron estadisticamente su
contenido en agua durante la experiencia (26 horas). Sin embargo, si existieron diferencias
significativas para las muestras tratadas con enzima, si bien el descenso fue leve (1.35%).

En base a estos resultados, la variacion en la textura no vendria ligada a la pérdida de agua
ya que las muestras control, sin pérdida de agua, experimentaron con el tiempo un incremento
en los valores de terneza. Ademas, si una mayor pérdida de agua esta ligada con una mayor
dureza (Ruiz-Ramirez et al., 2005; Serra et al., 2005), las muestras tratadas con enzima deberian
de haber tenido una menor terneza.

4.2 Analisis de imagen

Tras la toma de imdagenes para ambos laseres, y su posterior procesado, se obtuvieron los
descriptores. Estos se estudiaron globalmente mediante un andlisis multivariante de PCA, con el



fin de poder agrupar las variables (descriptores) y reducir la dimensionalidad. Este estudio se
realizé primero teniendo en cuenta los laseres por separado y luego en su conjunto (L1 + L2).

El andlisis de componentes principales mostrd una agrupacién espontanea de los datos en
dos componentes, PC1 y PC2, recayendo sobre la componente principal 1 la mayor parte de la
varianza (figura 5, 6 y 7). En el caso del Iaser 1, el cual incide sobre la muestra con un angulo de
45°, mostrando el fendmeno fisico de difraccion, la PC1 (57,48% de la varianza total) no mostré
ninguna tendencia en la agrupacion de las muestras (figura 5), no evidenciandose el efecto de
la maduracién propia de la carne ni del enzima afiadido. En cambio, tanto para el laser 2 (74,95%
de la varianza total) (figura 6), el cual atraviesa la muestra desde abajo describiendo un patrén
de refraccion, como la suma de la informacion procedente de ambos laseres (43,68% de la
varianza total) (figura 7), si mostraron una tendencia en la agrupacion de las muestras, las cuales
con el transcurso del tiempo presentaron menores valores de PC1, siendo en ambos el descenso
mas acusado para las muestras control (sin enzima afiadido).
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FIGURA 5. Representacion de los valores de PC1 para el Idser 1.
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FIGURA 6. Representacion de los valores de PC1 para el Idser 2.
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FIGURA 7. Representacion de los valores de PC1 para el Idser 1+2.

La escasa informacién aportada por los descriptores obtenidos a partir de las imagenes
generadas por el [dser 1 estaria ligada a los pequeiios cambios que sufrid el patrén laser con el
transcurso de la experiencia, los cuales fueron menores que los propios de la materia prima o
de la presencia del enzima afiadido. Es por ello por lo que la utilizacién de esta disposicion del
laser necesita de sucesivos estudios en los que se varien variables de captura que puedan
incrementar los cambios que pudiesen estar presentes.

Para el laser 2 y la suma de la informacién procedente de ambos (L1+L2), como se ha
mencionado, los valores de PC1 fueron disminuyendo con el tiempo, siendo mas acusado el
descenso para las muestras control que para las tratadas con el enzima. Esta menor variacion
estaria reflejando una menor variacién de los descriptores para estas ultimas. En base a los
resultados observados en el estudio de textura cabria esperar lo contrario dado que fueron las
muestras tratadas con el enzima las que tuvieron un mayor cambio en su textura. Pero si
observamos la figura 8 en la que se muestra a modo de ejemplo la evolucidn del descriptor W4
obtenido en el laser 2, las muestras control son las que sufren un mayor cambio. La explicacion
a esto se podria encontrar en el tratamiento de las muestras con el enzima. Como se muestra
en lafigura 9, tras la incorporacién del enzima en la superficie de la carne se forma una capa de
gel superficial como consecuencia de la interaccién de la proteina con el agua de la carne, la cual
segln estudios realizados presentaria una viscosidad de 0.009.a 0.081 c.G.s. (Langmuir y
Schaefer, 1939). Este gel minimizaria los cambios que se pudiesen estar dando y por tanto cabria
esperar que estos fuesen mucho mayores al igual que ocurria con los cambios en textura.
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FIGURA 8. Evolucion del descriptor W4 a lo largo del tiempo para la muestra control y enzima,
captado por el ldser 2, con imdgenes del patrdn de luz generado por difraccion Idser y el drea
que recoge el descriptor W4 para 3 tiempos (t=0, t=5 y t=26).
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FIGURA 9. Imdgenes a la hora de estudio de muestras control (A y C) y tratadas con el enzima (B
y D) tomadas con cdmara fotogrdfica (Ay B) y con lupa a 10x20 aumentos (Cy D).

Por otro lado, el descenso de descriptores como el W4 (figura 8) y los valores de PC1
(figuras 6y 7), con el paso del tiempo y a medida que avanza la evolucidn textural y madurativa
de la carne podria sorprender. Asi, de haber seguido un proceso de difusién normal de la luz, la
intensidad de luz que atraviesa la muestra cabria haber esperado que hubiese aumentado como
consecuencia de una menor compactacion de la carne a consecuencia de la ruptura de la
estructura proteica por parte de los enzimas (estructura mas abierta). Sin embargo, este
comportamiento fue a la inversa. Una posible explicacién estaria ligada al fendmeno fisico
denominado localizacién de Anderson. En base a este fendmeno la difusién de la luz en un
sistema desordenado puede llegar a detenerse (se confina) cuando el desorden alcanza un valor
critico. El proceso de scattering llevado a cabo por el elevado desorden hace que el material
reduzca la trasmision de luz a través de este, reduciéndose exponencialmente el coeficiente de
transmisién con el espesor de la muestra (Wiersma et al., 1997), pudiendo llegar a ser opaco.
Este efecto tiene origen en la interferencia constructiva entre los multiples caminos de
dispersién (figura 10). En el limite de una dispersién fuerte, la interferencia puede detener

13



completamente las ondas dentro del medio desordenado. Esto se debe a la naturaleza
ondulatoria de la luz (Storzer et al., 2006). Este comportamiento es el representado en la figura
10. En ella, la fuente de luz se simboliza mediante la estrella, y los puntos negros se
corresponden con los elementos de dispersion (scatters). El camino aleatorio que toma la fuente
de luz puede seguir cualquiera de las dos rutas representadas en la figura mediante flechas. Las
dos ondas de propagacién toman direcciones opuestas a lo largo del bucle, debido a que poseen
coherencia espacial y temporal (estan en fase), crean interferencias constructivas, y como
consecuencia de esto, una menor probabilidad de distanciarse de la fuente de luz (Wiersma et
al., 1997).

La accion de los enzimas genera la ruptura de proteinas tanto del tejido conjuntivo como
miofibrilares, asi como la deslocalizacidon del agua retenida por las proteinas miofibrilares,
incrementando el nivel de desorden del medio y por ende la dispersidn sufrida por las ondas a
lo largo de su propagacion, provocando un estado localizado, y de esta forma disminuyendo el
diametro de la altura maxima del patrén de luz a medida que aumenta este nivel de
desorganizacion.
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FIGURA 10. Representacion de la localizacion de la luz en un medio desordenado.

Y

Aun teniendo en cuenta el efecto minimizador del gel superficial sobre las variaciones de
los patrones laser para las muestras tratadas con el enzima y el efecto del fenédmeno fisico de
localizacion de Anderson para ambos tipos de muestras, la tendencia de los descriptores
presentd una similitud con la evolucién de la textura. Si observamos la figura 8, el descenso de
los valores del descriptor W4 se dio de forma paulatina, hasta el final del estudio, para las
muestras control, mientras que para las muestras tratadas con el enzima este se dio
fundamentalmente durante las primeras 3 horas. Este resultado estaria mostrando, al igual que
lo hizo el andlisis de textura, como el proceso de maduracidn por la accion de los enzimas
enddgenos propios de la carne se da de forma prolongada y en cambio la accién del enzima
papaina se da mayoritariamente durante las primeras 3 horas.

Este resultado mostraria la existencia de la interaccién de ambos factores (tiempo vy
enzima) sobre el descriptor 4, al igual que para el resto de los descriptores y por tanto de la PC1.
Es por ello que mediante la técnica de analisis de patrones se podria describir la velocidad de
cambio que sufre la carne durante su proceso de maduracién, teniendo en cuenta el factor
adicion de enzima, pero es necesario evaluar si esta variacién esta ligada directamente con el
cambio textural. Para tal fin se realizd un estudio de relacion entre ambas técnicas (textura vs
medicion laser).
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4.3 Relacién entre los datos de textura e imagen

Dado que la informacion procedente de los descriptores y reducida a las dos componentes
principales PC1y PC2, para el [dser 2 y la suma del laser 1+2, fue muy similar, se procedio solo
al estudio de aquella procedente del laser 2, ya que esto implica reducir la informacién de los

descriptores a la mitad, ademds de su mayor valor en la PC1. En la figura 11 se muestra dicha
relacién en la que el eje X representa los valores de la PC1, el Y los de la PC2 y el Z el de textura.
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FIGURA 11. Representacion tridimensional del ldser 2. X = valores de PC1; Y= valores de PC1; Z =
valores de textura (N).

Como se puede observar, existe una correlacion entre los datos obtenidos por el anilisis
de textura y los obtenidos mediante el andlisis de patrones laser, mostrando una tendencia
similar. Mientras la PC1 estuvo relacionada con la textura, de modo que sus valores a lo largo
del tiempo de estudio fueron descendiendo de igual modo que lo hicieron los de textura, la PC2
discrimind las muestras en funcién del tratamiento, con valores mas altos para las muestras
tratadas con el enzima papaina y mas bajos para las muestras control.

Dada la correlacidon directa entre la textura y los valores de la PC1, se procedio al estudio
tedrico de cual podria ser la incidencia del gel superficial formado sobre la evolucion del patrén
laser a lo largo del tiempo de estudio. Esta cuantificacidon podria permitir obtener un modelo

gue permitiese la correccién del efecto gel y relacionar directamente la evolucion de la PC1 con
la textura.

Para la realizacion del estudio tedrico primero se ecuaciond la relacidn existente entre la
textura y la PC1 (figura 12B), y a modo de ejemplo también con el descriptor W4 (figura 12A).
Como se puede observar, tanto para las muestras control (linealizacidon naranja) como para las
tratadas con el enzima (linealizacién azul), los valores de R? fueron altos tanto para el descriptor
W4 como para la PC1. Esté resultado pone de manifiesto la relacidn directa existente entre la
variacion de la textura y del patrén laser.

Considerando la relacion directa entre la textura y los descriptores laser y asumiendo que
todos los cambios de estos uUltimos para las muestras control son consecuencia de la variacién
de textura, se calcularon cudles deberian ser los nuevos valores de W4 y PC1 para las muestras
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tratadas con el enzima si estas no tuvieran el factor gel superficial. Es decir, se calcularon los
nuevos valores de W4 y PC1 para las muestras tratadas con el enzima mediante la ecuacion
obtenida para las muestras control. Los nuevos valores se muestran en la figura 12 de color gris,
relacionando el valor real de textura y el de W4 y PC1 predichos. Ademas, en la figura 13 se
muestran los mismos valores a lo largo del tiempo de estudio.
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FIGURA 12. A: Modelizado de los valores del descriptor W4, de las muestras tratadas con enzima,
a partir de los modelos obtenidos para las muestras control frente a los valores de textura. B:
Valores de PC1 obtenidos por imagen frente a los calculados a partir del modelo.
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FIGURA 13. Modelizado de los valores del descriptor W4 (A) y de la PC1 (B), de las muestras
tratadas con enzima, a partir de los modelos obtenidos para las muestras control.

Los nuevos valores calculados del descriptor W4 y de la PC1 (figura 12 y 13) mostrarian
ahora un comportamiento mas similar al observado en textura. Asi las muestras tratadas con el
enzima serian las que mas variacion del patrén laser tendrian con el tiempo, siendo esta
variacion muy acusada durante las 3 primeras horas. En cambio, la variacion para las muestras
control seria menor y sostenida durante todo el tiempo de estudio.

Finalmente, y con la finalidad de poder predecir la textura de nuevas muestras tratadas con
el enzima, y por tanto con el efecto gel superficial, se procedid a correlacionar los nuevos valores
predichos con los observados durante la experiencia. Como se muestra en la figura 14, tanto
para el descriptor W4, como para la PC1, existié una relacidn lineal con un valor de R? elevado
en ambos casos, generandose dos ecuaciones capaces de convertir nuevos valores obtenidos
bajo el efecto gel en los mismos sin efecto, los cuales podran ser introducidos en la ecuacién
gue relaciona los valores de PC1 y textura para las muestras control (linea naranja, figura 12B) y
obtenerse los valores de textura de estas nuevas muestras.
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FIGURA 14. Relacidn entre el comportamiento de las muestras enzima predicho y observado para
el descriptor 4 (A) y para la PC1 (B).

5. CONCLUSIONES

El andlisis de patrones de dispersion laser generados al interaccionar con la matriz del
alimento permite caracterizar el estado de maduracion de la carne, aportando informacion
sobre su textura de una forma continua y no destructiva.

La disposicién del laser con respecto a la muestra y a la cdmara de captura de imdagenes es
un factor muy influyente. Su disposicién superior con respecto a la muestra, formando un angulo
de 45° entre éstay la cdmara de captura, no genera diferencias en los patrones laser que puedan
ser correlacionadas con el tiempo de maduracidn ni con la aplicacidon de un enzima exdgeno. En
cambio, su disposicion inferior, atravesando a la muestra, y en la vertical con la camara de
captura, es decir, aportando informacion a través del fendmeno de refraccidn, se ha mostrado
eficaz. Mediante esta disposicion los patrones laser que se forman pueden ser correlacionados
con el tiempo de maduracién y con el efecto de un enzima exdgeno.

La aplicacion en superficie de un enzima exdégeno como la papaina minimiza las variaciones
con el tiempo de los patrones laser como consecuencia de la formacion de un gel superficial que
perdura durante todo el proceso de maduracién-accién enzimatica de la carne.

Los descriptores obtenidos a partir de la informacidon procedente del analisis de las
imagenes de los patrones laser, asi como su reduccidon a una sola componente principal, se
correlacionan muy bien con los valores de textura de las muestras a lo largo del estudio, tanto
para las muestras sin enzima afiadido como para las que si se afiadié, describiendo estas. Esta
buena correlacién ha permitido poder obtener modelos tedricos que pueden minimizar el efecto
gel superficial de las muestras con enzima exdgeno afiadido, caracterizando su textura al igual
que con las muestras de carne control.

Nuevos estudios son necesarios con el fin de incrementar la calidad de los resultados,
hacerlos mds robustos y que permitan poder ser aplicados de una forma menos tedrica. Entre
otros, analizar la informacién procedente de las imagenes en espacios de color como el RGB y
extraer descriptores para cada uno de los canales, modificaciones en el dispositivo, combinar
diferentes técnicas de andlisis de imagen, etc.
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