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Resumen

La seguridad alimentaria es un tema prioritario a nivel mundial, y los métodos de deteccién rapidos y pre-
cisos de la contaminacién microbiana y quimica son esenciales para prevenir enfermedades transmitidas
por los alimentos. En este contexto, el biospeckle [aser (BSL), una técnica 6ptica no invasiva, facil de operar
einocua, resulta una herramienta prometedora para el monitoreo de la calidad de los alimentos.

El biospeckle laser se basa en el procesamiento del patrén de interferencia dinamico generado por la ac-
tividad de la muestra bajo iluminacion laser, y tiene varias ventajas sobre las técnicas tradicionales, como
su naturaleza no destructiva, capacidad de monitoreo en tiempo real y la deteccién temprana de cambios
en la muestra antes de la aparicion de signos visibles de contaminacién o deterioro.

En esta presentacion, discutiremos el principio del BSLy su aplicacién en muestras de alimentos. Pre-
sentaremos los estudios que nuestro grupo de investigacion esta realizando actualmente sobre el control
de calidad de los cambios fisicoquimicos y de textura que se producen en filetes de pescado. Nuestros ha-
Ilazgos demuestran el potencial del BSL como una herramienta confiable y efectiva para el control de cali-
dad en la industria de alimentos: garantiza la seguridad de las muestras, siendo una técnica no invasiva e
informa el estado de la carga microbianay los atributos de calidad en tiempo real.
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1. Introduccién

En todas partes del mundo han surgido epidemias de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
sobre las que no existe suficiente informacidn para guiar las acciones de las instituciones de salud pabli-
ca. Hoy se sabe que hay un gran problema de subregistro y falta de datos sobre estas enfermedades en
los distintos paises. Los alimentos implicados en brotes de enfermedad tienden a ser aquellos que estan
sometidos a un procesamiento minimo antes de su consumo, los alimentos frescos, los moluscos bival-
vos y los manipulados por gente enferma, donde el patégeno vivo tiene las condiciones necesarias para
subsistir, multiplicarse y/o producir toxina. La inocuidad de los alimentos no solo involucra el control en
el desarrollo microbiano o contaminacion viral sino también las posibles adulteraciones a las que puede
ser sometido un alimento al ser elaborado. La adulteracién en general implica la sustitucién delibera-
da e intencional de la sustancia alimenticia, incluyendo la simple dilucidn de la sustancia esperada con
un disolvente como el agua. En cuanto a las ETAs los registros llevan a la presencia de virus como factor
determinante de las enfermedades, hospitalizaciones y decesos. Sin embargo, respecto a las adultera-
ciones los registros son puntuales cuando el efecto genera episodios de alto perfil, pero no asi respecto a
las consecuencias sobre la salud de los consumidores a largo plazo debido a la exposicién al mismo. Los

controles oportunos como la vigilancia sanitaria resultan fundamentales para mitigar estos eventos. Asi
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mismo resulta imprescindible contar con informacién fiable, oportuna y en tiempo real para anticipary
disminuir los impactos negativos.

Es aqui donde se presenta la necesidad de herramientas de control que provean resultados fiables en
tiempo real de manera de poder tomar decisiones inmediatas ante brotes o deteccién de adulteracién que
pongan en riesgo la seguridad alimentaria de la poblacion.

Las técnicas tradicionales de analisis para el control de los alimentos, como posibles vehiculos transmi-
sores de enfermedades, implican grandes voliimenes de muestra y de reactivos, asi como tiempos largos
de incubacién y de obtencién de resultados, material de vidrio y equipamiento sofisticado y costoso. Las
técnicas emergentes actuales con cortos tiempos de respuesta y de bajo contacto con la muestra como son
los métodos espectroscdpicos de andlisis, requieren en general una alta inversién en el equipamiento, asi
como también personal calificado para utilizarlo. Es aqui que se hace foco en la necesidad de herramientas
econdmicas de facil manipulaciény aplicacién y con un tiempo de respuesta inmediato.

Dentro de estas Gltimas, el Biospeckle Laser (BSL) es un fenémeno interferométrico dinamico (Rabal y
Braga, 2008), que se ha adaptado como una herramienta sensible para monitorear cambios muy pequefios
en muestras bioldgicas, vinculados a cambios en el patron d pixeles de la imagen captada, proporciona-
do por actividades de dispersion de la luz dentro y fuera de las células. El BSL se ha aplicado en muchas
areas, desde la medicina (Aizuy Asakura, 1991) a laagricultura (Zduneky col., 2014), en la diferenciacién de
microorganismos (Murialdo y col., 2012), en la quimiotaxis bacteriana (Murialdo y col, 2009; Nisenbaum
y col, 2013), cambios en los alimentos fisico quimicos y microbiolégicos entre otras por ser una Técnica
No Destructiva (TND), lo cual la hace relevante en aplicaciones bioldgicas (Braga, 2017). La diversidad de
aplicaciones esté asociada a la diversidad de métodos existentes para iluminar, ensamblar las imagenes y
proporcionar su andlisis. De esta forma, siendo que apremia la demanda de herramientas de control que
den resultados en tiempo real y fiables, es que el continuo estudio y aplicacién de la técnica de BSL sobre
matrices alimenticias resulta fundamental para respaldar la seguridad alimentaria y tomar decisiones en
tiempo real que apoyen la misma.

La industria pesquera y los productos pesqueros no se encuentran exentos de formar parte de los bro-
tes de enfermedades transmitidas por los alimentos (Lima dos Santos, 2012). La importancia del pescado
como vehiculo de ETA depende de varios factores, como la dieta de las personas y la forma tradicional de
preparar la comida. Considerando esto, es que en el presente trabajo se estudié la aplicacién de la técnica
BSL para determinar de forma inocua y en tiempo real cambios en muestras de pescado debido a desarro-
llo microbianoy adulteraciones fisico quimicas.

2. Metodologiay desarrollo

Se trabajo6 con especies pesqueras capturadas en el Mar Argentino como lo es la merluza (Merluccius hubb-
si), asi como también sobre especies pesqueras subexplotadas o de pesca acompanante como lo es la es-
pecie magra Macrodon ancylodon. Sobre la primera matriz se analiz6 el efecto del tratamiento de filetes con
tripolifosfato de sodio (TPS), agente quimico de grado alimentario que se utiliza en la industria pesquera
para mejorar las propiedades de retencion de agua durante etapas de congelado y descongelado. Sin em-
bargo, en concentraciones altas en el misculo de pescado, hacen que aumente la retencién de moléculas
de agua, aumentando el peso de los filetes, siendo esto una practica fraudulenta en la aplicacion del aditi-
vo. Respecto a los filetes de Macrodon ancylodon se estudiaron los cambios en el grado de frescura de filetes
sin piel conservados en refrigeracion (5°C+1°C).
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Se configurd un sistema de medicion compuesto por una mesa antivibratoria, un laser de He-Ne (10
mW, A=632,8 nm) de baja potenciay una cdmara CCD, para aplicar la técnica de analisis de laser biospeckle
sobre los cambios en las muestras “in situ”, exponiendo la muestra al laser. Se registraron secuencias de
imagenes de 400 frames a un tiempo de exposicién de 1/30 s. Las imagenes fueron procesadas identifi-
cando la intensidad de cada pixel y calculando de forma matematica descriptores que mejor se ajusten a
los fendmenos estudiados. Las configuraciones de los sistemas de medicidn se representan en las figuras
1y 2, siendo la primera la correspondiente a filetes de merluza en contacto con TPSy el segundo el banco
armado para pescadilla a distintos tiempos de conservacién en refrigeracion.

Estas mediciones con el laser pueden correlacionarse con parametros fisico quimicos como contenido
de agua, color, textura, pH, asi como microbiolégicos.

FIGURA 1. Disposicion del banco de BSL para medir cambios en filet de Merluccius hubbsi tratado con TPS

FIGURA 2. Disposicion del banco de BSL para medir cambios en el filet de Macrodon ancylodon durante
su tiempo de conservacion en frio
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3. Resultados
La interaccién de la luz [aser con una matriz opaca como lo es el masculo de pescado, dado que no deja pa-
sar luz a través de él, genera patrones de speckle que se relacionan con la actividad presente en la muestra.
Dicha actividad es procesada a través de rutinas matematicas programadas en Matlab, referidas a descrip-
tores que permiten explicar el comportamiento de la muestra. Asi es que, en el caso de los filetes de merlu-
za tratados con TPS se utilizaron los descriptores Autocorrelacién temporal (ACT) y Rango Dinamico (RD).
En la figura 3 se ven reflejadas las tendencias de dichos valores junto con las imagenes que correspon-
den al descriptor RD.

FIGURA 3. Analisis de actividad de muestras de filet sumergidas en TPS a distintos tiempos mediante
descriptores cuantitativos y cualitativos

Enlaimagen puede visualizarse la tendencia a la disminucién de la actividad, no solo de forma numéri-
casino a través de las imagenes que se obtienen al ser procesadas mediante el descriptor RD.

Los valores obtenidos a partir del analisis de la actividad del patrén speckle son correlacionados con los
obtenidos a partir de técnicas fisicoquimicas tradicionales. En el caso de los filetes de merluza que pueden
ser sometidos a practicas de adulteracion, la actividad del BSL generd una buena correlacién con parame-
tros de textura como es la dureza medida mediante un texturémetro aplicando el analisis de TPA.

Respecto al estudio del efecto de conservacién en condiciones de refrigeracion, los analisis estan en una
etapa incipiente, sin embargo, los primeros resultados indicarian que la actividad puede correlacionarse
con la carga microbiana de forma positiva, siendo que una mayor actividad del BSL sobre la superficie del
filete se relaciona con una mayor carga microbiana.

4. Discusiény Analisis
La técnica de BSL ha resultado una herramienta de analisis que ha resultado propicia para las matrices de
alimentos sobre las que estamos trabajando actualmente. La técnica de BSL detecta la actividad bioldgica

en las muestras de forma instantanea, siendo eficaz para ello, sin embargo, dicha actividad no es un meca-
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nismo bioldgico exacto. En principio se realizan suposiciones sobre lo que estaria detectando el BSLy es a
partirde la correlacion con resultados de técnicas tradicionales que se logra definir esa actividad biol6gica.
En los estudios que estamos llevando a cabo actualmente la técnica BSL ha permitido detectar cambios en
la textura de la matriz de un producto pesquero. Los valores obtenidos por el BSL fueron correlacionados
con los resultados de las mediciones de contenido de agua, de color, pH y los pardmetros que se obtienen a
partir de la medicion de perfil de textura (dureza, elasticidad, cohesividad, adhesividad, gomosidad y mas-
ticabilidad). Luego de estudiar las distintas correlaciones el mejor ajuste se obtuvo entre los valores de BSL,
obtenidos a partir de las aplicaciones de distintos descriptores matematicos y la dureza de las muestras de
merluza. Existen antecedentes de este tipo de correlacién en estudios que se han hecho sobre manzanas
durante su etapa precosecha. Szymanska-Chargot et al. (2012) estimaron la actividad de BSLy la firmeza
de manzanas individuales. Durante el periodo de precosecha, detectaron un aumento en la actividad de
biospeckle, y también un aumento en el contenido de sélidos solubles y una ligera reduccién en el conte-
nido de acidoy almidén y la firmeza de las muestras. Los autores han logrado una correlacién muy sélida
entre laactividad del biospeckle y el contenido de sélidos solubles, el contenido de almidény la firmeza, lo
que revela que la técnica del biospeckle tiene un gran potencial para ser aplicada en las etapas previas a la
cosecha para el andlisis no destructivo de las propiedades mencionadas.

El desafio se presenta actualmente con los analisis realizados sobre la pescadilla, siendo que se propuso
la hipétesis de que la actividad que esta detectando el laser esta relacionada con el desarrollo microbiano.
Actualmente no hemos encontrado en bibliografia estudios que reflejen esa actividad en particular sobre
una matriz alimenticia. Es el desafio que actualmente se nos presenta de manera continuar poniendo a
punto la técnicay contribuir con la infinidad de aplicaciones y la versatilidad que la técnica de BSL posee.

5. Conclusion

Los estudios realizados y los que se estan llevando a cabo actualmente reflejan el potencial de la técnica
BSL para ser utilizada en la industria de los alimentos. Siendo que apremia la adquisicion de este tipo de
técnicas de analisis tanto en las lineas de produccién, como en el control de materias primas, asi como en
lasinstituciones que controlany promulgan la seguridad de los alimentos es que se debe continuar profun-
dizando en los estudios realizados hasta el momento.

Los productos pesqueros, de acuerdo a lo presentado anteriormente resultan vulnerables no solo de-
bido a su condicién de perecibilidad sino también a la posibilidad de ser adulterados, lo que hace que la
técnica BSLsea apropiada para el estudioy control de los mismos. Continuando con esta linea de investiga-
cidn es que se generard un aporte significativo a la obtencién de resultados en tiempo real ante riesgos de

brotes debidos a ETAs y lo que la seguridad alimentaria comprende.
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