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Resumen

Los productos minimamente procesados son alimentos muy atractivos para los consumidores atendiendo a sus propieda-
des nutricionales y a su facilidad de preparacién. Sin embargo, la seguridad microbioldgica de estos alimentos requiere de
especial atencion, dado que a lo largo de su proceso no se someten a tratamientos que aseguren la letalidad de los
microorganismos. Aparece asi la necesidad de dotar a la industria alimentaria en general, y a la de IV gama en particular, de
pruebas rapidas para la deteccion de contaminantes. En este trabajo se presentan los fundamentos de los biosensores y la
imagen hiperespectral (IH) y sus aplicaciones en la aportacion de informacion que se pueda correlacionar con la calidad y el
estado de frescura de los productos IV gama y de otros alimentos.

Palabras clave: productos listos para consumir, seguridad microbioldgica, imagen hiperespectral, sensores quimicos.

Biosensors and Advanced Optical and Vision Systems: Application to
Quality Evaluation of Ready-to-eat Products

Summary

Minimally processed products are very attractive foods for consumers because of their nutritional properties and easy
preparation. However, the microbiological safety of these foods requires special attention, since throughout their process they
do not undergo treatments that ensure the lethality of microorganisms. This shows the need to equip the food industry in general
and the ready-to-eat in particular with rapid tests for the detection of contaminants. This paper presents the fundamentals of
biosensors and the hyperspectralimage (IH) and its applications in the contribution of information that could be correlated with
the quality and freshness of ready-to-eat products and other foods.

Keywords: minimally processed products, microbiology safety, hyperspectral image, chemical sensors

Introduccion
indicadores como Escherichia coli, Listeria spp. y Salmo-

En estudios recientes llevados a cabo en Brasil sobre
hortalizas de hoja IV gama (Oliveira etal., 2011), se ha
constatado que en €l 96,7 % de las muestras analizadas
(162) la poblacién de bacterias aerobias psicrotrofas era
superior a 5 log ufc/g, mientras que en un 81,5 % de las
muestras aparecieron coliformes. Los microorganismos

nella spp. aparecieron en el 53,1 %, el 3,7 % y el 1,2 % de
las muestras analizadas respectivamente. Son resultados
que indican la necesidad de seguir mejorando en la imple-
mentacion de programas de calidad en los procesos de
productos IV gama con el objetivo de mejorar la seguri-
dad microbioldgica y la vida util, y en el desarrollo de
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procedimientos para la deteccion e identificacion de los mi-
croorganismos.

Aunque la industria alimentaria trata de satisfacer los re-
querimientos de la normativa legal vigente en cada estado
mediante andlisis periddicos de sus productos, estos
procedimientos utilizan convencionalmente técnicas micro-
biolégicas de cultivo, aislado, conteo e identificacion de mi-
croorganismos (PCR, espectrometria de masas), que no
permiten una monitorizacidn continua y facil de las pro-
ducciones debido a que son metodologias caras, lentas,
que necesitan de personal técnico bien entrenado y en algu-
Nnos casos requieren pasos de extraccion o pre-tratamiento
de la muestra, aumentando el tiempo de andlisis (Mello y
Kubota, 2002).

Aparece asila necesidad de dotar a la industria alimen-
taria en general, y ala de IV gama en particular, de pruebas
rapidas para la deteccion de contaminantes. Los ultimos
avances en matrices de biosensores y tecnologias de ima-
gen permiten ya hablar de sistemas de alto rendimiento (en
inglés high throughput systems, HSS) que pueden operar
en un marco temporal reducido identificando multiples con-
taminantes simultdneamente (Bhunia, Kim y Taitt, 2014). A
continuacion se presentan los fundamentos y aplicaciones
de los biosensores y de laimagen hiperespectral (IH) en la
evaluacion de la seguridad alimentaria especialmente de
frutas, hortalizas y productos de IV gama. Se finaliza el
articulo presentando algunas aplicaciones en las que se
combinan ambas técnicas.

Biosensores

Funcionamiento de un biosensor

Dispositivos como los sensores quimicos que se ca-
racterizan por su potencial bajo coste, su capacidad para
monitorear en continuo la calidad quimica y microbioldgica
de un producto, con tiempos de respuesta rapidos, pueden
satisfacer las exigencias de la industria alimentaria.

Los sensores quimicos pueden ser clasificados de
acuerdo con el mecanismo que les confiere la especificidad
quimica. Un biosensor pertenece a un subgrupo de senso-
res quimicos que incorpora un elemento de deteccion biol6-
gica o biomimético. Los principales materiales biolégicos
utilizados en la tecnologia de biosensores son las parejas
de enzima/sustrato, anticuerpo/antigeno y &cidos nucleicos/
secuencias complementarias. La selectividad del elemento
de deteccidn bioldgica ofrece la oportunidad para el desa-
rrollo de dispositivos altamente especificos para el analisis
en tiempo real de mezclas complejas (Velasco-Garcia y

Mottram, 2003). En la industria alimentaria las principales
areas de interés para la aplicacion de biosensores son la
deteccion de patdgenos, pesticidas, microorganismos y toxi-
nas (Mello y Kubota, 2002).

El elemento de reconocimiento biologico de un biosensor
se puede clasificar en dos clases principales): biocataliza-
dores (enzimas, tejidos, etc.) y bioligandos (anticuerpos,
acidos nucleicos, lectinas, etc.). Los transductores tradicio-
nales son de tipo electroquimico, 6ptico y térmico. La ultima
generacion de biosensores (Figuras 1y 2) combina los
principios de medicion clasicos con transductores piezo-
eléctricos y magnéticos.
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Figura 1. Esquema de un biosensor (Torres Ramirez y
Méndez Albores, 2014).

Aplicaciones de los biosensores

No hay muchas experiencias documentadas de utili-
zacion de biosensores en hortalizas de |V gama, sin
embargo, si hay trabajos que presentan su uso en frutas
y hortalizas en general, o que puede asumirse como el
antecedente de su aplicacién en la industria de los pro-
ductos listos para consumir. En la post-cosecha de fru-
tas y hortalizas las preocupaciones mas importantes son
1) la deteccion de residuos de plaguicidas, 2) el control
de calidad en atmosferas modificadas, 3) la deteccion de
patogenos y toxinas en frutas y verduras, y 4) la calidad
nutricional.

1) Deteccion de residuos de plaguicidas. Un informe
reciente de la Agencia Europea de Seguridad Alimenta-
ria (AINIA, 2014) refleja que el 44 % de las muestras
recogidas de frutas y verduras europeas contiene restos
de productos fitosanitarios. Amine et al. (2006) estimaron
que alrededor del 71 % de las aplicaciones descritas



Evaluacion de la calidad de productos IV gama

Antibody

Ell

| Cell o
Raman & FTIR
o D Fomane Fra |

Piezoelectric

Diezma B, Correa EC 15

I —

m Fibre Optic

Amperometric

Potentiometric

Impedimetric

Conductiometric
Magnetoelastic

Figura 2. Componentes de un biosensor (modificado de Adley, 2014). SPR: Resonancia de Plasmones de Superficie. FTIR:
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier. QCM: Microbalanzas de Cristal de Cuarzo. SAW: Onda Acustica de

Superficie.

para los biosensores enzimaticos son para la determi-
nacion de plaguicidas, incluidos los carbamatos y com-
puestos organofosforados, mientras que la deteccion de
metales pesados representaba solamente el 21 %. Los
biosensores enzimaticos se basan principalmente en la
inhibicién por parte del pesticida de la reaccion de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) y su sustrato, la ace-
tilcolina (Figura 3). El pesticida se une al sitio esteérico
activo de la enzima, inhibiendo su actividad biocatalitica,
efecto que se combina con diferentes métodos de trans-
duccion de la sefal.
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Figura 3. Reaccion enzimética de la acetilcolinesterasa.
En ausencia del inhibidor la enzima hidroliza la acetilcolina
en acido acético y colina (Torres Ramirez y Méndez
Albores, 2014).

Velasco-Garcia y Mottram (2003) presentan en su revi-
sidn algunas aplicaciones basadas en transductores sensi-
bles a pH, en los que en ausencia del pesticida inhibidor la
hidrélisis de la acetilcolina por la AchE libera acético que
acidifica el medio, de forma que a menor pH menor con-

centracion de pesticida en el medio. Estos transductores se
aplicaron con éxito para la cuantificacion del pesticida
propoxur en muestras de cebollay lechuga para la determi-
nacion de iones de metales pesados y pesticidas organo-
fosforados en patatas.

Nagatani etal. (2007) desarrollaron un chip visual para la
deteccion de un pesticida organofosforado basado también
enAchE, que permitia diferenciar entre concentraciones de
0,1 ppm y 0,2 ppm en muestras reales de manzana y
zumo de naranja. En presencia del pesticida la enzima esta
inhibida y no aparece coloracién en el chip (Figura 4).

0,1 0,2 1
(DZN-oxon) (ppm)

Figura 4. Decoloracion gradual de los chips desechables
a medida que aumenta la concentracion del pesticida
diazinon-oxon (DZN-oxon) (Nagatani et al., 2007).

Cesarino et al. (2012) desarrollaron un biosensor ampe-
rométrico basado en la acetilcolinesterasa inmovilizada en
una estructura de nanotubos de carbono y polianilina, para
cuantificar los insecticidas carbamatos metomil y carbaril
en muestras licuadas de manzana, col y brécoli.

2) Control de calidad en atmésferas modificadas. La de-
terminacion de etanol en envases de atmdsfera modificada



16 Agrociencia Uruguay - Volumen 22 1:13-25 - junio 2018 - ISSN 1510 0839

como los que habitualmente se emplean en los productos
de IV gama se puede utilizar como un indicador de anoxia y
por tanto para deteccion de dafios en condiciones de bajo
oxigeno en las atmdsferas en las que se almacenan frutas
y verduras. Los sensores de etanol mas prometedores
desarrollados hasta la fecha son los sensores bi-enziméti-
cos basados en la co-inmovilizacion de la enzima alcohol
oxidasa con la peroxidasa. En presencia de la enzima al-
cohol oxidasa el etanol se oxida a acetaldehido y H,0,, el
cual se oxida a su vez por la peroxidasa que lo reduce ain
mas a H,O liberando oxigeno. Este sistema se ha utilizado
para desarrollar sensores colorimétricos comerciales y
desechables, capaces de detectar dafios por bajo O, en
paquetes de atmosfera modificada que contienen frutas y
verduras minimamente procesadas (Azevedo et al., 2005).
Junto con las enzimas se fija en el chip un compuesto cro-
mogénico el 2,2 -azino-di(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
0ABTS, que al oxidarse con el oxigeno adquiere un color
verde azulado. El viraje de color del cromégeno indica la
deteccion de etanol en el espacio de cabeza del interior de
las bolsas de IV gama.

Schlangen, Haemmerle y Moos (2012), desarrollaron
un biosensor enzimatico amperométrico para la deteccion
de alcoholes volatiles en el espacio de cabeza de zumos de
frutas y vegetales. El principio del sensor se basa en la
oxidacion de etanol a acetaldehido catalizada por la enzima
alcohol oxidasa. EI'H,0, producto de la reaccion se oxida
en el electrodo de platino, generando una sefial eléctrica
medible proporcional a la concentracion del alcohol. El sen-
sor fue capaz de detectar alcoholes volatiles (metanol y
etanol) en zumos de tomate, uva, grosella y manzana. No
pudo diferenciar entre etanol y metanol, pero puede utilizar-
se para realizar una deteccion rapida de estos volatiles como

@
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s
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screening previo de las muestras que deben ir a su analisis
alaboratorio.

3) Deteccion de patogenos y toxinas en frutas y verdu-
ras. De acuerdo con Lazcka, Campo y Mufioz (2007), los
biosensores son la tecnologia de mas rapido crecimiento
para la deteccion de patdgenos, siendo posible en un futuro
proximo que esta técnica de analisis pueda sustituir la prue-
ba de referencia ELISA. Esta es un gran area de interés, no
solo debido al potencial de los biosensores como indicado-
res de toxicidad, sino también como indicadores de la cali-
dad, frescura o el deterioro de frutas y verduras (Velusamy
etal., 2010; Saaid et al., 2009).

Chai etal. (2013) utilizaron un biosensor magnetoelasti-
co (ME) para la deteccion de Salmonella typhimurium en
la superficie de tomates. Los biosensores ME constan de
un transductor (un resonador ME) y un receptor especifico
para bacterias patogénicas. Cuando el biosensor entra en
contacto con las bacterias diana especificas, las bacterias
son capturadas y ligadas a la superficie del biosensor por el
elemento de reconocimiento biomolecular, en este caso el
bacteriéfago filamentoso E2 especifico para S. typhimu-
rium. Esta union incrementa la masa del sensor provocan-
do un descenso en la frecuencia resonante proporcional al
numero de células bacterianas ligadas a la superficie del
biosensor. Se utiliza una electro-bobina magnética para
generar el campo magnético oscilante y medir la frecuencia
de resonancia (Figura 5). Con este novedoso dispositivo la
presencia de Salmonella se analiza in-situ y en tiempo real
con un limite de deteccién inferior a 1,5-10° ufc/mm?,

Por otro lado, el desarrollo sobre los frutos de hongos de
los géneros Aspergillus y Penicillium produce micotoxi-
nas. Leung, Shankar y Mutharasan (2007), en su revisién
sobre biosensores de fibra 6ptica, describen un sensor

@ Driving/Pick-up coil
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before the placement suspensions
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Figura 5. Esquema del modo de utilizacion del biosensor magnetoelastico (ME) sobre la superficie de un alimento (modificado
de Suigiong etal., 2010; Chai et al., 2013).
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fluorescente para detectar fumonisinas y aflatoxinas en maiz,
utilizando por una parte un ensayo competitivo para medir la
fumonisina B-1 (FB1): el anticuerpo a FB1 se unié covalen-
temente alafibra, la sefial de fluorescencia fue inversamen-
te proporcional a la concentracidn de FB1. Por otra parte, la
aflatoxina B-1 (AFB (1)) se detectd usando un ensayo no
competitivo, porque la AFB(1) emite fluorescencia. La sefial
fluorescente en este caso era directamente proporcional a
la concentracion de AFB (1). El limite de deteccion fue de 2
ng/ml de AFB (1).

4) Calidad nutricional. La afinidad de los biosensores por
compuestos especificos permite desarrollar dispositivos para
la deteccion de compuestos de interés nutricional como
azUcares 0 antioxidantes. La glucosa es el principal mono-
sacarido encontrado en casi todas las frutas y se puede
utilizar como un indicador de su indice glucémico. Por lo
tanto resulta de interés el desarrollo de biosensores sim-
ples, fiables y econdmicos de glucosa para frutas. Ang, Por
y Yam (2015) han desarrollado un biosensor enzimatico
amperométrico basado en la inmovilizacion de glucosa
oxidasa (GOD) sobre una membrana inerte de quitosano
fijada a continuacion sobre un electrodo de platino. El princi-
pio basico de este biosensor es la cuantificacion de la gluco-
sa mediante la deteccion electroquimica del H,0, liberado
enziméaticamente (Figura 6). Se evalu6 el comportamiento
del biosensor mediante la determinacion del contenido de
glucosa en homogeneizados de manzanza, pera, mango,
sandia, platano y naranja. Su precision fue similar a la de un
kit de ensayo de glucosa comercial, con un limite de detec-
cion de 5mM.

p—D — glucose + O,+ HZOGEP gluconicacid+H,0,

Figura 6. Reaccion completa catalizada por la glucosa
oxidasa (GOD).

Limitaciones en el uso de biosensores

A pesar de las aplicaciones descritas en los parrafos
anteriores, hay pocas publicaciones sobre biosensores
aplicados ala tecnologia postcosecha o a los productos de
IV gama y muy pocos producidos a nivel comercial en
general (Figura 7).

Una observacién importante es que la mayoria de los
biosensores citados estan disefiados para utilizar muestras
en fase liquida, mostrando que el enfoque no destructivo
esta todavia muy lejos en el caso de muestras solidas. En
general, algunos de los principales inconvenientes que los
biosensores tienen que superar son la limitada vida Util de
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los componentes bioldgicos, la falta de selectividad en
matrices complejas reales, la necesidad de mejora de los
dispositivos sensores en cuanto a la sensibilidad y la repro-
ducibilidad y el elevado coste, cuya reduccion pasa por la
produccién comercial en masa.

En el caso concreto de la aplicacion de biosensores en
el control microbiano de los alimentos, hay aspectos que no
siempre se tienen en cuenta como la heterogeneidad espa-
cial de la matriz alimentaria y de la distribucion de los micro-
organismos en la misma, que puede estar influenciada por
variables como la porosidad, las propiedades viscoelasti-
cas y los atributos fisico-quimicos de los alimentos, tales
como pH, actividad de agua y capacidad de difusién de los
nutrientes y/o metabolitos. Estos efectos son un factor limi-
tante en la aplicabilidad de la tecnologia de biosensores en
este campo (Adley, 2014).

Futuro de los biosensores

La construccidn de sistemas integrados que utilicen un
conjunto de biosensores para la fabricacion de autoanaliza-
dores de alta especificidad necesita mejorar o disefiar nue-
vas tecnologias de sensores (receptores y transductores)
y tecnologias de fabricacion automatizadas para eliminar la
variabilidad lote a lote y hacerlos aptos para la produccion
comercial en masa, y la integracion de la matriz de senso-
res con un sistema de extraccién de muestra apropiado.

La informacion aportada por los biosensores se puede
integrar en sistemas de trazabilidad y de informacion al con-
sumidor basados en el «internet de las cosas». Zhao et al.
(2015) proponen un sistema basado en un biosensor de
AChE para detectar residuos de clorpirifos en muestras
reales de ocho tipos de verduras y frutas (pepino fresco,
judias, espinacas, col, frijol, manzana, tomate y lechuga)
con un limite de deteccion de 2 ug/l. El detector imprime el
resultado de la analitica en un cddigo QR que se adhiere al
envase con el producto y que puede ser consultado por el
consumidor en cualquier punto de la cadena de valor y
obtener informacién sobre el contenido de pesticidas del
producto (Figura 8).

Por ultimo, hay al menos otros dos desarrollos que se
espera tengan un impacto significativo en el area de biosen-
sores: el laboratorio en un chip y la nanotecnologia. Los
nano alambres semiconductores de 6xido de metal o
nanotubos se pueden utilizar para la fabricacion por ejem-
plo de sensores de gases y biosensores electroquimi-
cos. Estas nanoestructuras cuasi-unidimensionales son
esenciales para el avance en el desarrollo de sensores
quimicos y tendran un impacto importante en la exploracion
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Company Biosensor Country
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Massachusetts Institute of i L N )
Detection of Escherichia colf 0157:H7 in lettuce (Canary) USA

Technology

Michigan State University's Detection of Escherichia colf ©157:H7 and Salmaoneila in USA

Electrochemical Biosensor meat products in USA

. i Detection of Salmonella and Campyiobacter

Georgia Research Tech Institute i ] USA
in pork industry
Detection of Staphylococcal enterotoxin B and Botuminum

Maval Research Laboratory ) i USA
toxin Ain tomatoes, sweet comn, beans and mushrooms

Universitat Autdnoma de Barcelona . . .

. . . Detection of atrazine traces Spain

in collaboration with CSIC

Motecular Circuitry | Escherichia coli 0157, Salmonella, Listeria and USA

o ar Circu ne
Y Campylobacter
. Proteins, toxins, virus, bacteria, spores and fungi

Research Internaticnal ) ) USA

{simultanecus analysis)
) Ethanol, methanel, glucose, sucrose, lactose, L-aas,

Universal Sensors A o USA
glutamine, ascorbic acid and cxalate

Texas Instrumenits Inc. Penaut Allergens, antibiotics USA

. Glucose, sucrose, lactose, Llactate, galactose, L-glutamate,

Yellow Springs Instruments Co . . UsA
ethanol, H,O,, starch, glutamine and choline

Affinity Sensors Staphylococcus aureus and cholera toxin UK

Ambri Limited Pathogens such as Salmonella e Enterococcus USA

i Water soluble vitamins, chemical veterinary residues and

Biacore AB 1 Sweadan
mycctoxins

BioFutura 5ri Glucose, fructose, malic acid and lactic acid (fermentation) Ialy

Eiomerieux Microorganisms France

Biosansor Systems Desing Microorganisms and toxic substances UsA

Biosansores 5.L. Toxic substances Spain

Chemel AR Glucose, sacarose, ethancl. methanol and lactose Sweden

VA Co Lxd Heavy metals Rusia

Maotorola Microorganisms and GMO's Japan

Inventus Bio Tec Ascorbic aad Germany

Figura 7. Biosensores comerciales para la industria alimentaria (adaptado de Costa-Silva et al., 2013).

de dispositivos a nanoescala (Liu, 2008; Xia, Weiy Wan,
2010), para la fabricacion de microlaboratorios tamafio de
tarjetas de crédito e incluso para la deteccién in vivo.

Sistemas Opticos y de vision: la imagen hiperespectral
(H)
Fundamentos

LaIH es un término amplio que engloba todas aquellas
técnicas que permiten obtener datos espectrales con reso-

lucidn espacial mediante el uso de la fluorescencia, la es-
pectroscopia IR y VIS o la espectroscopia Raman. Alna
las potencialidades de la espectroscopia y laimagen con-
vencional, al obtener espectros para todos los pixeles de
una imagen (Figura 9) con resoluciones espaciales que
pueden variar del nivel de una sola célula al de un objeto
macroscopico (un alimento).

La Figura 10 muestra el esquema habitual que se sigue
para preprocesar, analizar y establecer los modelos de
prediccion cuantitativos o cualitativos a partir de unaimagen
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Figura 8. Arquitectura del sistema de deteccion de pesticidas (figura superior); modelo de la plataforma propuesta de
intercambio de informacién (figura inferior) (modificado de Zhao et al., 2015). Cadigo QR: cddigo de respuesta rapida.

hiperespectral. El preprocesado permite la correccion de la
imagen eliminando cualquier efecto interferente que pueda
deberse a una iluminacion deficiente o a la morfologia del
objeto, y la eliminacion del fondo, de modo que el proceso
contintia s6lo en los pixeles correspondientes a la region de
interés. Posteriormente se suele realizar un anélisis esta-
distico exploratorio para establecer, si es posible, aquellas
longitudes de onda que presentan mayor variabilidad y por
tanto pueden ser las mas relevantes en el fenémeno bajo

estudio. Sin embargo, enlaIH en el visible y en el infrarrojo,
las longitudes de onda suelen estar muy correlacionadas y
se requiere la aplicacién de técnicas quimiométricas de
analisis multivariante como analisis de componentes princi-
pales (PCA) para establecer modelos, normalmente cua-
litativos. La determinacion de modelos cuantitativos en
muchas ocasiones resulta muy complicado, pues los mo-
delos basados en los patrones espectrales han de relacio-
narse con valores de referencia quimica que no pueden
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Figura 9. Cubo de datos (o hipercubo) de una IH: dos
dimensiones espaciales y una tercera dimension espectral
(adaptado de Riccioli, 2011).
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proceder de un Unico pixel, sino que son un valor medio
representativo de la muestra.

Enlos ultimos afios la IH ha alcanzado un amplio reco-
nocimiento como una técnica rapida y no destructiva parala
determinacion de diferentes parametros de calidad y segu-
ridad en numerosos alimentos. En trabajos de revision re-
cientes se presentan catélogos de aplicaciones que ilustran
la capacidad de la técnica en la clasificacion de productos,
en la deteccion de defectos y enfermedades, en la distribu-
cion espacial de la composicién quimica o en la evaluacion
general de la calidad de productos como carnes, pesca-
dos, frutas y vegetales y otros alimentos (Wu 'y Sun, 2013a,
2013b).

Mas concretamente, en los Ultimos 10 afos la IH se ha
aplicado también a la caracterizacion microbiolégica de

Figura 10. Esquema con los pasos habituales
en el andlisis de imagenes hiperespectrales
(modificado de Gowen et al., 2015).
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sustratos (Gowen et al., 2015), trabajando tanto a nivel mi-
croscopico y aplicando imagen de espectroscopia Raman
de dispersion o de espectroscopia VIS/NIR (Park et al.,
2015), como a nivel macroscépico. Las primeras investi-
gaciones a escala macroscopica se llevaron a cabo estu-
diando el crecimiento de bacterias en agar o depositadas
sobre superficies de aluminio o acero inoxidable, para pos-
teriormente estudiar también la viabilidad de la técnica direc-
tamente sobre alimentos. En los siguientes apartados se
incluyen algunos trabajos representativos de estas aplica-
ciones a nivel macroscdpico, que es el que mas se aproxi-
ma a la posible implantacion de la técnica en los entornos
productivos.

Deteccion e identificacion de microorganismos en superficies
estructuradas

En uno de los primeros trabajos en el area, Dubois et al.
(2005) evaluaron la posibilidad de usar la IH NIR (1000-
2350 nm) como un sistema de alto rendimiento para la
diferenciacion de bacterias y la identificacion de microorga-
nismos patogenos. En una placa de aluminio con 64
pocillos de 2 mm de profundidad y 1 mm de didmetro se
depositaron sendas suspensiones salinas conteniendo los
microorganismos a identificar: Listeria innocua, Listeria mo-
nocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escheri-
chia coli, Salmonella typhimuriumy Salmonella entiritidis.
Se permiti6 la desecacion de los pocillos antes de adquirir
las imagenes hiperespectrales. La distincion entre las es-
pecies Gram positivas y las Gram negativas (E. coli y Sal-
monella spp.) se baso en las diferencias de intensidad del
espectro a 1.940 nm, longitud de onda relacionada con los
enlaces de las moléculas de agua. Los distintos contenidos
en humedad de unas especies frente a otras podrian expli-
carse como una consecuencia de la proteccién frente ala
deshidratacion que confiere la membrana externa en las
Gram negativas. Por otro lado, la intensidad del espectro a
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1.685 nm, relacionada con los dobles enlaces cis de las
grasas insaturadas, permiti la segregacion de B. cereus
del resto de las especies. Se establece asi la viabilidad de la
IH, que a través de unas pocas bandas espectrales, pro-
vee de una herramienta de alto rendimiento que facilita los
procedimientos convencionales para la deteccion de cier-
tos patogenos. La aplicacion de un andlisis discriminante a
partir de dos clases, la constituida por Salmonella y la for-
mada por Escherichia, permiti6 establecer un modelo de
deteccidn para responder a la pregunta de si en una mues-
tra esta presente o no uno de los dos microorganismos
patdgenos.

Otras investigaciones se han dirigido a la deteccion de
ciertos microorganismos directamente en agar. Yoon y
Lawrence (2010) han aplicado la IH en el rango comprendi-
do entre 400 y 900 nm para distinguir entre colonias de
Campylobactery colonias de otros contaminantes no Cam-
pylobacter en un estadio de evolucion temprano (a las 24
horas de incubacion). Para ello se generd una libreria de
patrones espectrales correspondientes a 11 especies con-
taminantes de Campylobactery otras seis especies conta-
minantes no Campylobacter, para identificar las principales
bandas de absorcion y generar los correspondientes mo-
delos de segregacién (Figura 11). Con un indice basado en
dos longitudes de onda (426 y 458 nm) se consigui6 un
nivel de acierto del 97 %.

Deteccion e identificacion de microorganismos en alimentos

Laidentificacion, clasificacion y cuantificacion del creci-
miento microbiano directamente sobre la superficie de ali-
mentos mediante IH supondria un procedimiento alternativo
para la deteccion precoz de contaminaciones microbianas.
Las aplicaciones a nivel microscdpico no son viables en
matrices alimentarias, por lo que la mayor parte de los tra-
bajos se ha centrado a escala macroscopica enimagenes
en los rangos visible e infrarrojo muy cercano (400-1000
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Figura 11. Esquema de la siembra sobre placa de agar de especies contaminantes (arriba) y los patrones espectrales
medios de Campylobacter, no Campylobactery agar a las 24 h de incubacion (Yoon y Lawrence, 2010).
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nm) e infrarrojo (900-1.700 nm). Sin embargo, en general,
la técnica ha mostrado su potencial en la deteccion de los
efectos secundarios del crecimiento de los microorganis-
mos en el alimento o en la identificacion de contaminaciones
sospechosas, como la presencia de restos fecales frecuen-
temente asociadas a la presencia de coliformes. En este
sentido hay una amplia trayectoria de investigaciones que
persigue la identificacion de carcasas de pollo con restos
fecales en superficie, llegando a proponer sistemas de eva-
luacion en linea (Park etal., 2006, 2011).

La estimacion de microorganismos viables totales en
productos avicolas, carnicos y pescados ha sido el objetivo
de diversos trabajos, con resultados esperanzadores. Por
ejemplo, Feng y Sun (2013), con imégenes en el rango
NIR, establecieron modelos completos (incluyendo la totali-
dad del espectro) y simplificados (con seleccion de las lon-
gitudes de onda mas relevantes), obteniendo en el mejor de
los modelos un coeficiente de correlacion y un error cua-
dratico medio de 0,94 y 0,5 log, , ufc g"*en la validacion

.
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cruzada. La visualizacion de los modelos permite identificar
zonas con diferentes cargas microbianas (Figura 12).

Pero ademas de estimar el nimero total de bacterias, es
de interés la identificacion de grupos o géneros especificos,
aproximandonos asi a los estudios llevados a cabo sobre
superficies estructuradas. Aplicando un esquema similar al
expuesto para la estimacion de viables totales, Fengy Sun
(2013), también en carne de pollo, establecieron modelos
de prediccidn de poblacidn de enterobacterias, alcanzando
errores cuadraticos medios de 0,45 log,, ufc g, con las
determinaciones comprendidas en el rango de 2,75a 5,43
log,, ufc g** (Figura 13).

Enlo que refiere a productos vegetales, las investigacio-
nes publicadas son menos. Con un caracter eminentemente
aplicado, para tratar de sustituir la inspeccién visual en las
lineas de clasificacion, cabe mencionar una sucesion de
trabajos que persiguen la deteccion precoz de los efectos
causados por Penicillium sp. en citricos. La Figura 14
muestra los patrones espectrales tipicos de la superficie del
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Figura 12. Mapas de distribucion de nimero de viables totales en filetes de pollo para diferentes modelos incluyendo el
espectro completo (linea superior) y con seleccion de variables (linea inferior) (Feng y Sun, 2013).
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Figura 13.Imagen virtual de la estimacion de contenido en
enterobacterias en carne de pollo (los tonos corresponden
a distintos contenidos) (Feng y Sun, 2013).

Figura 14. Patrones espectrales de la superficie de un citrico
sin defectos, afectada por trip y afectada por Penicillium
spp. (Gémez-Sanchis etal., 2012).

Diezma B, Correa EC 23

fruto. Se consiguieron niveles de acierto comprendidos en-
tre 1 90 % y el 98 % identificando frutos con mas de un 5 %
de superficie de pixeles considerados como afectados por
el microorganismo (Gémez-Sanchis et al., 2008, 2012).

En otros estudios recientes la IH en el rango de 400 a
1.000 nm se ha implementado para detectar la contamina-
cién microbioldgica de productos como hojas de espina-
cas, inoculadas con E. coli (Siripatrawan et al., 2011) o con
Listeria innocua (Aligbe, Diezma-Iglesias y Diaz-Barcos,
2013; Figura 15), y champifiones con Pseudomonas tola-
asi (Gaston et al., 2010). La hipotesis es que la actividad
metabdlica de microorganismos inoculados a estos vege-
tales resultaria en cambios bioquimicos con la consecuente
formacion de productos metabdlicos que podrian ser detec-
tados porla IH, indicando asi la contaminacion del alimento.
Es importante también distinguir entre estas alteraciones y
los cambios bioquimicos normales que se suceden a lo
largo de la vida Util de los alimentos (por ejemplo, el pardea-
miento enzimatico). En el estudio sobre los champifiones,
en los que como en otros productos, tanto la actividad bac-
teriana como la enzimatica dan lugar a la aparicion de par-
deamientos en la superficie, mediante el patron espectral se
ha podido distinguir entre los dafios mecanicos y el deterio-
ro microbiol4gico con un nivel de acierto del 95 %.
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Figura 15. Espectros medios (arriba) correspondientes a regiones muy deterioradas (gris), no deterioradas (blanco fino) y
de deterioro medio (blanco grueso). En las imagenes virtuales de asignacion de regiones (abajo) a cada clase de deterioro
le corresponde un tono: gris claro para pixeles no deteriorados, blanco para pixeles de deterioro medio y gris oscuro para
pixeles deteriorados. Se muestran hojas inoculadas y no inoculadas al principio y al final de la conservacion (Aligbe, Diezma-

Iglesias y Diaz-Barcos, 2013).
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Retos de la aplicacién de la IH en calidad
microbioldgica de alimentos

Apesar de que alo largo del articulo se han presentado
ejemplos que demuestran el potencial de la IH como una
herramienta alternativa Util para profundizar en el conoci-
miento fundamental de la microbiologia de los alimentos y
para la deteccion e identificacion de determinados microor-
ganismos, es evidente que existen limitaciones de la técni-
caque han de salvarse antes de estar en condiciones de
ser transferida a laindustria (Gowen et al., 2015).

Para que pueda adquirirse laimagen de toda la superfi-
cie del producto, la presentacion de la muestra es todavia
una cuestion pendiente de cara a la supervisién en linea de
los alimentos. La resolucion espacial define el tamafio mini-
mo de la region que puede ser examinada; los sistemas de
IH en aplicaciones macroscopicas presentan una resolu-
cion tipica de 300 um, lo que se traduce en que muestras
contaminadas con pequefias colonias no sean identifica-
das. Sin embargo, hay que buscar una solucién de com-
promiso entre la resolucion espacial, el campo de vision y
la velocidad de adquisicidn de laimagen: una mejora de la
primera se traduce en una disminucion del campo de vision
y de la velocidad de adquisicion.

En las determinaciones microbiologicas un aspecto cla-
ve es el limite de deteccion. La mayor parte de los estudios
se ha centrado en el andlisis del deterioro de los alimentos o
en laidentificacidn de los niveles microbianos con cargas
superiores a 102 ufc/ml. Aunque los estudios han de am-
pliarse a un mayor nimero de especies, puede ya afirmar-
se que lamayor parte de las técnicas de IH tienen un limite
de deteccion superior al que puede alcanzarse con los pro-
cedimientos tradicionales, por lo que pueden tener limitada
su aplicacion a especies en las que los efectos en la calidad
y seguridad de los alimentos se manifiestan a partir de ele-
vadas cargas microbianas. La especificidad de la técnica
también plantea dudas razonables. La capacidad de identi-
ficar y discriminar ciertos microorganismos en muestras
en las que cohabitan otros muchos, por ejemplo en alimen-
tos fermentados, es una tarea que requiere de la aplicacion
conjunta de las aproximaciones microscoépica y macros-
copica.

Combinacion de biosensores e IH

Las perspectivas de utilizar sinérgicamente ambas
tecnologias en la identificacion y deteccion de microor-
ganismos en alimentos se vislumbran si se presta atencion
aotros &mbitos. Asi, en algunas aplicaciones médicas se

ha comprobado ya la viabilidad de utilizar ambas técnicas
en sistemas de alto rendimiento. Concretamente Liu et al.
(2011) y Du et al. (2014) combinan biosensores basados
en fluorescencia implementados en sistemas microfluidicos
multicanal (también conocidos como laboratorios-en-un
chip), con la adquisicion de la IH a microescala, encargada
de recoger la respuesta de los fluoréforos en cada punto de
los canales estudiados. Se ha conseguido la identificacion
de cadenas cortas de oligonucledtidos con E. coli y
Streptococcus B hemoliticos.
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