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RESUMEN

La microbiologia predictiva desarrolla modelos mateméticos que describen el
comportamiento microbiano en alimentos. Su eficiencia es limitada en alimentos con
algun grado de estructura, que son la mayoria, porque estos modelos estan basados en
datos experimentales obtenidos en cultivos liquidos, mucho mas homogéneos. En este
trabajo se evalla la técnica de andlisis hiperespectral como una nueva tecnologia para la
deteccién precoz de levaduras en alimentos solidos mediante analisis de componentes
principales. Las imagenes hiperespectrales (400-1000 nm) de placas de Petri inoculadas
con Zygosaccharomyces rouxii Bch a diferentes tiempos, muestran que el primer
componente discrimina entre el agar y las colonias, mientras que el segundo revela una
mayor variabilidad en las colonias. Esta herramienta no invasiva caracteriza el estado de
desarrollo, nimero y tamafio de las colonias, por lo que permitiria obtener datos para
elaborar modelos mas fiables para predecir el riesgo de deterioro y la vida util de los
alimentos.
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INTRODUCCION

La microbiologia predictiva, a través de los modelos matematicos del comportamiento
microbiano en alimentos, es una herramienta fundamental en la mejora de la calidad y
seguridad de los mismos. Las levaduras son agentes reconocidos de deterioro en
alimentos (Deak, 2007) que cada vez son mas relevantes en los alimentos sélidos. En los
ultimos afios, se ha incrementado la demanda de vegetales, frutas y en general alimentos
minimamente procesados y preparados para el consumo, destacando su frescura y
comodidad de uso. Estos alimentos presentan un mayor riesgo de deterioro microbiano,
debido principalmente a que no han sido sometidos a procesos que disminuyan su carga
microbiana y ademas, suelen estar confinados en envases pequefios. La acidez, el uso
de atmdsferas modificadas, y otros factores favorecen el crecimiento de las levaduras,
convirtiéndose en agentes alterantes frecuentes y a veces dominantes en este tipo de
alimentos (Jacxsens et al., 2002; Tournas et al., 2006).

La estructura interna del alimento es un factor clave en el comportamiento de los
microorganismos contaminantes (Hills et al., 2001). Sin embargo, las metodologias
actuales de deteccién de microorganismos en alimentos sélidos, son destructivas. Por
ello, se establece el analisis hiperespectral como una nueva técnica para detectar los
cambios que se producen en los alimentos debido a la contaminacion por levaduras, ya
que aparecen ligados a variaciones medidas a longitudes de onda en el rango del visible
y el infrarrojo cercano. Esta técnica ya ha sido aplicada con anterioridad, para detectar
contaminacion en vegetales por bacterias y hongos (Liu et al., 2007; Delwiche et al.,
2011; Silva et al., 2011).

Sesiéon P1

123



https://core.ac.uk/display/148665703?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Sesion P1

124

8y 9 mayo 2012

Este estudio ha sido realizado con Zygosaccharomyces rouxii Bch, una de las principales
especies de levaduras deteriorante de alimentos y bebidas. Esta levadura se encuentra
aislada de alimentos de actividad de agua intermedia, como jarabes concentrados, zumos
de fruta, mazapan y miel, entre otros. La adicidbn de conservantes a algunos alimentos
puede provocar su deterioro, debido a la transformacion de sorbato en 1-3-pentadieno
por determinadas especies microbianas. Este es el caso de la capacidad de algunas
cepas de mohos y levaduras que son capaces de decarboxilar el &cido soérbico
transformandolo en 1-3 pentadieno, un compuesto volatil con un olor desagradable a
petroleo (Casas, 1999).

El objetivo de este trabajo es establecer modelos fiables que permitan la deteccion de
levaduras en alimentos sélidos, prediciendo el riesgo de deterioro y la vida util de los
alimentos, al utilizar una nueva técnica: el andlisis hiperespectral. La presente
investigacion propone una aplicacién preliminar de procesamiento de imagenes
hiperespectrales para la deteccion de la presencia de levaduras en medio organico

(agar).
MATERIAL Y METODOS

CONDICIONES DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Zygosaccharomyces rouxii Bch, es una cepa de levadura aislada de un alimento
deteriorado, en nuestro laboratorio, y mantenida rutinariamente en tubos de YMA (Yeast
Morphology Agar) a 28° C.

Esta cepa se inoculd, a partir de un cultivo fresco de 48 h, en matraces de 250 ml de
capacidad que contenian 100 ml de medio YMB (Yeast Morphology Broth). Tras su
incubacién en agitaciéon durante 18 h a 28°C, se midié su densidad éptica a 620 nm y se
determiné el nimero de Unidades Formadoras de Colonia/ml por interpolacion en una
recta patrén. Se procedid a la realizacion de diluciones decimales en suero salino (9 g/l
de NaCl, Panreac Quimica, Barcelona, Espafa) y a la inoculacion de gotas de 50 pl de la
dilucién apropiada, en la que se preveia que se obtendria una Unica UFC, en regiones
rotuladas de 4 cm? de placas de Petri (85 mm @) con 15 ml de YMA (10g/I de glucosa),
con el fin de tomar la imagen hiperespectral de esa regiéon antes de que el crecimiento
fuera visible (Figura 1).

ANALISIS HIPERESPECTRAL

Tres placas de Petri con medio de cultivo agar fueron inoculadas con las levaduras. Las
imagenes hiperespectrales fueron adquiridas a lo largo del tiempo, justo tras la
inoculacion y después de uno, dos, tres y seis dias. El sistema de vision hiperespectral
consistia en un detector CCD lineal tipo push-broom acoplado a un espectografo
Headwall Photonics VNIR (400 a 1000 nm, resolucion espectral 3 nm, tiempo de
adquisicion de 275 ms).

Una vez adquiridas las imagenes hiperespectrales, se procedié a su andlisis. Para ello,
en primer lugar, se constituyé un set de calibracion de espectros representativos del
medio de cultivo, el agar, y de la levadura pertenecientes a los distintos dias de ensayo,
n=200 espectros. Dicho set fue sometido a un andlisis de componentes principales.
Como resultado del mismo, se obtuvieron las variables latentes que se emplearon en la
posterior proyeccion del conjunto de espectros de calibracion y de las imagenes
hiperespectrales.
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Figura 1. Disposicion de las placas de Petri para la adquisicion de las
imagenes hiperespectrales. La inoculacidon se realizé en la zona correspondiente de
los cuadrados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros se proyectaron sobre el plano constituido por los dos primeros
componentes principales (figura 2, izquierda). Se muestran claras diferencias entre los
espectros de agar y los espectros de levaduras. El primer componente separa
completamente el agar y las levaduras, mientras que el segundo componente permite
distinguir entre las distintas condiciones del agar, probablemente debido a una posible
diferencia en el grado de hidratacion del mismo. En cuanto a los scores de levaduras,
aparecen muy dispersos en el plano, posiblemente porque hay zonas de la colonia que
presentan células con distinto grado de desarrollo o actividad. Este andlisis también ha
sido aplicado por Wang et al., (2012) para detectar zonas infectadas en cebolla mediante
imagenes hiperspectrales. Por otra parte, la variabilidad correspondiente al agar es muy
inferior a la levadura, por lo tanto, el agar para cada dia considerado, se muestra mas
homogéneo que la levadura. En cuanto a las imagenes resultantes de la proyeccion
sobre el primer componente principal, imagenes de scores, se puede observar que el
tamafio de las colonias va incrementandose con el tiempo. Por tanto, dichas imagenes
pueden permitir cuantificar la evolucion del tamafio de las colonias (figura 2, derecha).

Figura 2. Izquierda, PC1 and PC2 scores del agar (+, 0) y levaduras (o, x) (n=200
espectros). Derecha, imagenes de scores obtenidos de la proyeccion de las
imagenes hiperespectrales sobre el primer componente principal. De izquierda a
derecha, recién inoculado, después de uno, dos, tres y seis dias).
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CONCLUSIONES

El presente trabajo muestra los resultados preliminares de la aplicacién de las imagenes
hiperespectrales para la deteccion del desarrollo de colonias de levaduras de la cepa
Zygosaccharomyces rouxii Bch. Se muestra que es posible detectar el desarrollo de
colonias sobre el medio de cultivo agar.

Las imagenes de scores del agar y levaduras correspondientes a un Andlisis de
Componentes Principales muestran el potencial de la espectroscopia y su vision como
herramientas para la deteccion no destructiva del desarrollo de levaduras. Se necesitan
hacer mas experimentos para confirmar dicho resultado, aumentando el tamafio muestral,
donde se mejore la resoluciéon espacial, y se obtengan imadgenes mas detalladas que
permitan identificar distintas areas de desarrollo de la colonia. Ademas, se puede
proponer una selecciéon de longitudes de onda relacionadas con el desarrollo de las
colonias, con el fin de proponer un futuro sistema de vision multiespectral (Roger, 2011).
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