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RESUMEN GENERAL
APLICACION DEL ULTRASONIDO DE ALTA Y BAJA INTENSIDAD EN LA
CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES ACUSTICAS Y TEXTURALES
DE LA CARNE DE BOVINO Y EL EFECTO SOBRE CALIDAD DE LOS
PRODUCTOS CARNICOS
POR:
M.C. SERGIO DIAZ ALMANZA
Doctorado in Philosophia en Produccién Animal
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Facultad de Zootecnia y Ecologia

Secretaria de Investigacion y Posgrado

Presidente: lvan Adrian Garcia Galicia
El ultrasonido es una herramienta alternativa muy prometedora que puede
ser utilizada en la industria de la carne con varios objetivos, desde caracterizacion
por ultrasonido de baja intensidad (UBI), hasta procesamiento por ultrasonido de
alta intensidad (UAI). La presente disertacién tuvo como objetivo evaluar el uso
de UAI y UBI en carne de bovino, determinar el efecto que las condiciones del
UAI tienen sobre las caracteristicas de calidad, evaluar el efecto de las
condiciones de medicién del UBI sobre los valores de propiedades acusticas, y
la relaciéon de las propiedades acusticas con la terneza de la carne. ElI UAI
utilizado con empaque al vacio inhibe el dafio por cavitacion en laminas de

aluminio, sin embargo, presentan dafo al ser empacadas con agua en el interior

Vi



de la bolsa. El efecto mecanico de la cavitacion es mas evidente a distancias
menores del emisor (3 cm) y a mayores intensidades de ultrasonido (90 W/cm?).
Al exponer Longissimus dorsi de bovino a 10, 20 y 40 min de UAI, se encontro la
mayor reduccion de dureza (20.7%) al mayor tiempo evaluado. Ademas, se
observo un incremento de pH de 5.46 a 5.6, y un aumento en la coordenada hue
de 0.62 a 0.76 provocando cambio de tonalidad de rojo hacia naranja. También,
se redujeron significativamente los mesofilos, psicrofilos y coliformes al
ultrasonicar (UAI) presentando los valores mas bajos a los 10 min de
procesamiento. Los resultados del UBI muestran un coeficiente de correlacion
elevado (0.95) entre la frecuencia de resonancia y la firmeza de carne para
hamburguesa a base de cerdo. Por ultimo, la velocidad de fase acustica (VFA)
esta directamente relacionada con la textura de la carne, presentando valores
menores en musculos mas blandos. Se redujo la VFA en =z41.6m/s al aplicar UAI,
mientras que la deformacion de la muestra afectdé inversamente en las
mediciones de UBI, presentando los valores mas bajos a la mayor deformacion

evaluada (40%), con una disminucién de =149m/s.
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GENERAL ABSTRACT
APPLICATION OF HIGH AND LOW INTENSITY ULTRASOUND IN
CHARACTERIZATION OF THE ACOUSTIC AND TEXTURE MEAT

PROPERTIES AND THE EFFECT ON MEAT PRODUCTS QUALITY
BY:
SERGIO DIAZ ALMANZA

Ultrasound is a promising alternative tool that can be used for several
purposes. The aim of this dissertation was to evaluate the use of high intensity
ultrasound (HIU) and low intensity ultrasound (LIU) in beef, to determine the effect
of HIU measurement on the values of acoustic properties and the relation of the
acoustic properties and meat tenderness. The results of the dissertation for UAI
showed that vacuum packaging aluminum foils in plastic bags inhibited the
damage due to cavitation, but when water was added in the bags the foils
presented damage. The mechanical effect of cavitation is more evident at smaller
distances from the emitter (3 cm) and at higher ultrasound intensities (90 W/cm?).
When exposing beef (Longissimus dorsi) at different UAI times, the greatest
hardness reduction (20.7%) at the longest time evaluated (40 min), a pH
increment from 5.46 to 5.6 and an increase of hue coordinate from 0.62 to 0.76
was found. Mesophiles, psicrophiles and coliforms were significantly reduced by
UAI presenting the lowest values at 10 minutes of processing. The results of the
dissertation for UBI show high correlation coefficient (0.95) between the resonant
frequency and the firmness of pork meat for hamburgers. Finally, the acoustic
phase velocity (VFA) is directly related to meat texture, presenting lower VFA
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values in softer muscles, the VFA was reduced =41.6m/s when applying UAI,
while the deformation of the sample inversely affected the UBI measurements,
presenting the lowest values at the highest evaluated strain (40%), with a

decrease of 2149m/s.
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INTRODUCCION

Chihuahua es el noveno productor de ganado bovino en pie y carne en
canal a nivel nacional con una produccion de 144,873 y 78,237 toneladas por
afo, respectivamente (SAGARPA, 2017). Sin embargo, gran cantidad de la carne
para consumo en Chihuahua es proveniente de ganado lechero o de ganado
improductivo (principalmente vacas viejas), lo que resulta en canales de dureza
elevada, atribuido a un entrecruzamiento de fibras de colageno (Lawrie y
Ledward, 2006). La textura y el color algunas de las principales caracteristicas
que determina la calidad de la carne y por lo tanto la aceptabilidad por el
consumidor en el plato (Jayasooriya et al., 2007; Obuz et al., 2014). Existen varios
métodos tradicionales para el ablandamiento de la carne entre los cuales se
encuentran procesos mecanicos, enzimaticos y quimicos (Jayasooriya et al.,
2007). Sin embargo, recientemente hay mayor interés del desarrollo de
metodologias alternativas, en donde el UAI ha sido investigado para mejorar las

caracteristicas fisicoquimicas de la carne (Pefia-Gonzalez et al., 2019).

El ultrasonido se define como las ondas acusticas con una frecuencia
superior al limite de deteccidon humana, correspondiente a frecuencias superiores
a 20 kHz (Rossing, 2014). Es una herramienta que ha sido investigada en ciencia
de la carne ya sea de forma no destructiva mediante UBI (Benedito et al., 2001,
Grill et al., 2015; Nowak et al., 2016; Garcia-Pérez et al., 2017; Lazar et al., 2017)
o destructiva mediante UAI, en donde la reduccion de dureza es uno de los de
los principales objetivos buscados (Chang et al., 2015; Wang et al., 2018; Zou et

al., 2018a; Pena-Gonzalez et al., 2019). El UAI puede afectar la textura por medio



de una ruptura de la membrana celular, obteniendo productos de mayor terneza,
ademas de promover la transferencia de masa (Kang et al., 2016). También
puede activar enzimas enddgenas que afectan la degradacion de proteinas
causantes de la dureza (Boistier-Marquis et al., 1999). Sin embargo, otros
parametros que afectan la calidad como color o pH pueden ser modificados por

el UAI (Caraveo et al., 2015).

La utilizacion de UBI es una metodologia no destructiva que puede ser
utilizada para el andlisis y la caracterizacién de distintos materiales, entre los
cuales se encuentran productos carnicos (Benedito et al., 2001; Llull et al., 2002a,;
Corona et al.,, 2013b, 2013a). Esto es muy prometedor ya que los métodos
tradicionales de caracterizacion de textura en productos alimenticios, tales como
Warner Bratzler, Punch & Die, 5 Blades y Volodkevich, asi como el analisis
proximal para la determinacién de composicion quimica son metodologias
destructivas y demandantes de tiempo. Por lo que el uso de UBI aporta
informacion sin causar un dafio en el alimento, reduciendo su desperdicio y
podria tener varias aplicaciones, como ser utilizado como medida de control de
calidad en una linea de produccién automatizada (Llull et al., 2002a). Otros
métodos como el infrarrojo se han utilizado como predictor de terneza sin
embargo el precio es elevado (Kamruzzaman et al., 2012). Algunas
investigaciones se han realizado para la prediccion de textura en productos
carnicos mediante la utilizacion de UBI (Llull et al., 2002a, 2002b; Corona et al.,

2013b) y para prediccion de composicion (Benedito et al., 2001). Sin embargo,



existe falta de informacion en parametros ultrasénicos de carne de bovino

(Longissimus dorsi) y en modelos predictivos de su textura.

El objetivo de la presente investigacion es evaluar el uso de ultrasonido de
alta y baja intensidad en carne, determinar el efecto de las condiciones de
tratamiento de UAI sobre terneza y otras caracteristicas de calidad, ademés de
evaluar el efecto de las condiciones de medicion de ultrasonido de baja intensidad
sobre los valores de propiedades acusticas, asi como la relacion de las

propiedades acusticas con la terneza de la carne de bovino.



REVISION DE LITERATURA

Historia del Ultrasonido

El ultrasonido no es un invento humano, sino un descubrimiento, ya que
se encuentra presente en la naturaleza y hace més de 200 afios ya habia indicios
de su existencia. El filésofo de la naturaleza italiano Lazzaro Spallanzani en 1794
realizé un experimento con murciélagos en donde observaba que esquivaban
obstaculos en la oscuridad atribuyéndolo a un sexto sentido (Spallanzani, 1794),
modificando su explicacion en un trabajo posterior en donde lo atribuia a su oido,
su trabajo fue rechazado y no fue retomado hasta mediados del siglo XX (Graff,
1981). Posteriormente en 1830 se desarrollé lo que podria ser el primer
generador ultrasoénico, la rueda de Savart (Graff, 1981). La piezoelectricidad
consiste en la conversién de una sefial eléctrica en una mecénica y viceversa, y
fue su descubrimiento por los hermanos Curie en 1880, la pieza clave para el

desarrollo del ultrasonido como lo conocemos actualmente. (Cheeke, 2012).

Movimiento Armonico Simple

El movimiento arménico simple consiste en un movimiento periédico de
una masa que ha sido perturbada de su posicion de equilibrio estable (Kinsler et
al.,, 2000). Una particula que se encuentra en movimiento rectilineo con
aceleracion proporcional a la distancia a un punto fijo (posicion de equilibrio) y
direccionado al mismo punto fijo se encuentra en movimiento armonico simple y

puede ser representado mediante la Ecuacién 1 (Seto, 1971).

2
ZT;C + w?x =0, (1)



Donde:
w Es la velocidad angular
t Es el tiempo

La Ecuacion 1 es una ecuacion diferencial lineal de segundo orden
homogénea, su solucién es bien conocida y se muestra en la Ecuacién 2 (Seto,
1971; Kinsler et al., 2000). Este movimiento es una funciéon seno o coseno del
tiempo y puede ser representado mediante un vector rotatorio en contra de las
manecillas del reloj, el cual tiene una magnitud y una velocidad angular constante
(Seto, 1971). La magnitud del vector rotatorio representa a la amplitud de la onda,
su velocidad angular representa a la frecuencia de la onda, mientras que sus
proyecciones en el eje de las ordenadas y de las abscisas corresponden a las

funciones seno y coseno, respectivamente (Figura 1) (Seto, 1971).

x(t) = AxCos(wt + 6), (2)

Donde:

A Es la amplitud

0 Es el angulo de fase inicial

Ondas AcuUsticas

El sonido consiste en la propagacion de una onda de presion por un medio
y al igual que para el espectro electromagnético en donde la luz visible es solo
un fragmento del espectro total, la banda de deteccion humana del sonido es una
pequefia parte del espectro total que va desde los 20 Hz hasta los 20 kHz
(Cheeke, 2012). Por debajo de los 20 Hz es denominado infrasonido mientras

que el ultrasonido es definido como las ondas acusticas con una frecuencia



Figura 1. Representacion del movimiento arménico simple mediante un vector
rotatorio de radio r y velocidad angular w que gira en contra de las
manecillas del reloj (Seto, 1971).



mayor a la que puede ser escuchada por el oido humano, correspondiente a
frecuencias mayores a 20 kHz y menores a 1 GHz en el espectro de frecuencia,
por arriba de 1 GHz es llamado hipersonido (Cheeke, 2012). Una onda acustica
puede ser representada mediante la Ecuacién 3 (Cheeke, 2012; Alarcon-Rojo et
al., 2019). Mientras que su solucion general se muestra en la Ecuacién 4 y el

perfil de onda en la Ecuacion 5 (Seto, 1971; Cheeke, 2012)

2prz 4 _ 1 9*PGD)
VZP(Ft) = 5 — 5, 3)

Donde:
P Es la presion en funcion del vector de posicion (r) y del tiempo (t)
c Es la velocidad de fase acustica
V2 Es el Laplaciano
P(#,t) = Cifi(x — ct) + Cofo(x + ct), (4)
Donde:
Ci1y C2 Son constantes

f1 y f2 Son funciones arbitrarias para una onda que viaja a la derecha y a

la izquierda, respectivamente
P(#,t) = A Sen kx, (5)
Donde:
A Es la amplitud
K Es el nimero de onda

A partir de las Ecuaciones 4 y 5 se obtiene la Ecuacion 6 que corresponde

a una onda que viaja a la derecha en el eje x.

P(#,t) = ASenk(x — ct + 8) (6)



Las ondas acusticas son generadas a partir de una fuente de excitacion,
la energia tiene un comportamiento que puede ser predecible dependiendo de
las propiedades fisicas del medio eléstico por el cual se transmite (Seto, 1971).
A partir de la vibracidon de un material, se generan zonas de alta y baja presion
en el material por el cual se transmite la onda acustica debido a la compresion y
rarefaccion de las moléculas del material, transmitiendo energia (Seto, 1971). La
energia transmitida es cinética y potencial (Seto, 1971). Durante la vibracién de
las moléculas la velocidad durante su movimiento corresponde a la energia
cinética, mientras que la energia potencial es debido a su desplazamiento
elastico (Seto, 1971). La energia potencial de una molécula llega a su maximo
valor en el punto mas alejado a su punto de equilibrio, en donde su energia

cinética es nula (Seto, 1971).

Las ondas acusticas necesitan un medio para propagarse (Seto, 1971).
Pueden ser clasificadas en longitudinales, transversales y de Rayleigh (Figura 2)
(Khairi et al., 2015). En las ondas transversales las particulas del medio tienen
un movimiento armonico simple de forma perpendicular a la direccién de la
energia acustica (McClements y Sundaram, 1997). En las ondas longitudinales
la direccion de la energia acustica emitida se propaga de forma paralela a la onda
acustica, con un movimiento armonico simple de las particulas del medio de
forma paralela a la direccion de la energia acustica (McClements y Sundaram,
1997). Al pasar una onda ultrasonica de un medio de baja velocidad de fase
acustica a uno de alta velocidad de fase acustica surge como consecuencia una

modificacion del angulo de la onda de tal forma que el angulo de la onda
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Figura 2. Propagacion de una onda ultrasonica: a.-longitudinal, b.- transversal
y c.-de Rayleigh, a través de un material. Modificado de Khairi et al.

(2015).



transmitida es mayor al de la onda incidente (se genera un aumento en el angulo),
causando que la onda refractada se acerque rdpidamente al plano de la interfase

(Cheeke, 2012).

Se le conoce como angulo critico al angulo de la onda incidente en donde
la onda transmitida tiene un angulo de n/2 radianes (Cheeke, 2012). Las ondas
de Rayleigh, también conocidas como ondas superficiales, se generan cuando
una onda longitudinal impacta sobre la superficie de un material con angulo
critico, en donde la longitud de onda de la proyeccion de la onda incidente
coincide con la longitud de onda de la onda superficial (Rossing, 2014).
Posteriormente la onda viaja a través de la superficie del material con una

profundidad de hasta una longitud de onda (Khairi et al., 2015).

Una onda ultrasénica tiene amplitud (A) [V], periodo (T) [s], frecuencia (f)
[Hz], longitud de onda (A) [m] y coeficiente de atenuacion (a) [dB/m] (Figura 3),
siendo A y a caracteristicas dependientes de la frecuencia de la onda y propias
de cada material (McClements y Sundaram, 1997). El coeficiente de atenuacion
es la reduccion de la energia acustica al pasar a través de cierto material, valores
de a elevados representan disminuciones grandes en la energia acustica
(Cheeke, 2012). La velocidad de fase acustica es el resultado de la multiplicacion
de la longitud de onda y la frecuencia (c = Af), puede ser determinada de dos
maneras: midiendo la longitud de onda a una frecuencia conocida o midiendo el
tiempo que le toma en recorrer una distancia conocida (McClements y Sundaram,

1997). La velocidad de fase acustica depende de las propiedades acusticas del

10



Distancia [m]

Tiempo [s]

Figura 3. Representacion de una onda ultrasénica con sus caracteristicas de
amplitud (A), longitud de onda (A) y periodo (T). Modificado de

McClements y Sundaram (1997).
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medio por el cual se propaga, de manera general la velocidad es mayor en

sélidos, luego en liquidos y es menor en gases (Alarcon-Rojo et al., 2019).

Los transductores son una parte fundamental de los equipos de ultrasonido y
consisten en dispositivos capaces de convertir energia de una variable a otra
(Sekhar y Uwizeye, 2012). EI componente principal es el material piezoeléctrico
el cual es capaz de producir una corriente eléctrica a partir de un esfuerzo, por
ejemplo, una vibracion. De igual forma es capaz de generar una vibracion a partir
de una corriente eléctrica, generando asi un pulso de ultrasonido (Zhao et al.,

2012; Rossing, 2014; Watson, 2015).

El uso de ultrasonido en el area de alimentos se puede dividir en dos
grandes categorias: ultrasonido de alta intensidad (UAI) y ultrasonido de baja
intensidad (UBI) dependiendo de su objetivo, para modificacion o para analisis y
caracterizacion de los alimentos respectivamente (McClements y Sundaram,

1997; Alarcon-Rojo et al., 2015).

Velocidad de Fase Acustica

La velocidad de fase acustica (c) es la propiedad acustica mas utilizada
para analisis y caracterizacion de alimentos, como analisis de calidad de harina,
calidad de leche, tiempos de coagulacion de leche, deteccion de contaminacion
microbiana en leche UHT, firmeza de manzana, contenido de humedad de filete
de bacalao, composicidon quimica de mezclas carnicas de cerdo (Ghaedian et al.,
1997; Bakkali et al., 2001; Benedito et al., 2001; Elvira et al., 2005, 2006; Alava

et al., 2007; Kim et al., 2009), caracterizacion de densidad y concentracion de
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sales en liquidos, caracterizacion de productos carnicos curados, caracterizacion
de propiedades fundentes de grasa de jamon ibérico, caracterizacion de la
cristalizacion de la grasa de cerdo (Bamberger y Greenwood, 2004; Nifioles et
al., 2010; Santacatalina et al., 2011; Corona et al., 2013a). Consiste en la
distancia recorrida (d) en una unidad de tiempo (t) (Ecuacion 7) (Khairi et al.,

2015).

=~ |

(7)

La relacion entre las caracteristicas fisicas con las caracteristicas
ultrasonicas para un solido elastico isotropico es explicada mediante la Ecuacion

8 (McClements y Sundaram, 1997).

2
©-2

Donde:

k Es el numero de onda complejo (=w/c+ia)

w Es la frecuencia angular (21rf)

E Es el modulo elastico

p Es la densidad

El material por el cual viaja la onda ultrasénica afecta su velocidad. Para
materiales solidos con un bajo coeficiente de atenuacion, la Ecuacion 8, se puede

simplificar (Ecuacion 9) (McClements y Sundaram, 1997).

_p
2 9
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Coeficiente de Atenuacioén

La energia acustica de una onda ultrasonica disminuye al pasar a traves
de un medio, a este fendbmeno se le denomina atenuacion, siendo la absorcién y
la dispersion los factores mas importantes (Cheeke, 2012). La absorcion se
refiere al almacenamiento a nivel molecular de la energia acustica para
posteriormente convertirlo a energia térmica y es atribuible a la viscosidad y al
coeficiente de conductividad térmica del medio (Cheeke, 2012), mientras que la
dispersion ocurre solamente en alimentos heterogéneos, cuando la onda
ultrasonica se encuentra con una particula o alguna discontinuidad, tomando una
direccion distinta a la original (McClements y Sundaram, 1997). El coeficiente de
atenuacion se puede calcular mediante la Ecuacion 10, midiendo la amplitud (A)

en funcion de la distancia recorrida en el material (Vasighi-Shojae et al., 2018).
20 A
o= ——x log (A_o) ) (10)

Donde:
Ao Es la amplitud inicial de la onda
X Es la distancia recorrida a través del material

Impedancia Acustica (2)

La impedancia acustica especifica es definida como la relacion de la
presién acustica (P) con la velocidad de la particula (U) (Seto, 1971). Z es de
gran importancia para determinar los coeficientes de transmision y reflexion entre
dos medios (Cheeke, 2012), puede ser calculada por medio de la Ecuacién 11

(Kinsler et al., 2000).
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P
Z = U (11)

La impedancia acustica caracteristica puede calcularse mediante la
Ecuacion 12, recibe a su nombre a que describe de mejor manera las
propiedades acusticas caracteristicas del medio de propagacién a comparaciéon

de p o ¢ por separado (Kinsler et al., 2000).
Z = pc (12)

Las propiedades acusticas descritas han demostrado tener aplicacion en
diversos alimentos (Khairi et al., 2015). El a se ha utilizado para la deteccion de
objetos extrafios como fragmentos de hueso, determinacion de tiempos de
coagulacion de leche, firmeza de tomates y manzanas (Bakkali et al., 2001,
Correia et al., 2008; Kim et al., 2009; Srivastava, 2014). La Z se ha utilizado para
deteccidén de objetos extrafios, deteccion de defectos en queso, evaluaciéon de
calidad de naranjas (Zhao et al., 2004; Leemans y Destain, 2009; Morrison y
Abeyratne, 2014). Mientras que la ¢ es la propiedad acustica mayormente
utilizada, algunas investigaciones son deteccion de fragmentos de hueso,
tiempos de coagulacion de leche, propiedades mecanicas de queso,
caracterizacion de productos céarnicos, deteccién de objetos extrafios en
alimentos enlatados y estimacion de composicién de mezclas carnicas (Bakkali
et al., 2001; Benedito et al.,, 2001; Cho y Irudayaraj, 2003; Simal et al., 2003;

Correia et al., 2008; Meftah y Mohd Azimin, 2012; Corona et al., 2013b).
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Ultrasonido de Alta Intensidad

Los equipos de UAI convierten la energia eléctrica en energia mecanica,
la cual es transmitida a través del medio. Parte de esta energia se pierde en
forma de calor mientras que el resto se transmite en forma de energia acustica
estando disponible para la formacion de burbujas de cavitacion acustica (Alarcon-
Rojo et al., 2019). Las condiciones de UAI generalmente utilizadas en el area de
alimentos son intensidades entre 10 y 1000 W/cm? y frecuencias entre 20 y 100
kHz (Ashokkumar y Mason, 2007). Cuando el UAI es aplicado en un medio
acuoso se generan compresiones Yy expansiones del medio, generando
cavitacion acustica, que consiste en pequefias burbujas de vapor que colapsan
en implosion, liberando energia al medio afectando el material expuesto mediante
las ondas de choque (van Wijngaarden, 2016). Cuando las burbujas implotan
(Figura 4), se generan grandes y veloces cambios localizados de mas de 100
MPa presion y mas de 1000 K de temperatura, lo cual resulta en corrientes de
chorro con velocidades mayores de 100 m/s, los cuales pueden impactar en la
superficie del material generando dafio a macro o microescala, desde un punto
de vista quimico se pueden generar radicales reactivos a partir de las condiciones
generadas por la implosion de las burbujas (Zupanc et al., 2019). Adicionalmente
las burbujas pueden generarse dentro del material provocando dafios en el

interior de su estructura (Mason et al., 2010).

Usos de Ultrasonido de Alta Intensidad

La demanda y produccion de alimentos esta experimentando un auge en

productos minimamente procesados y sin inclusién de aditivos o sustancias
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Figura 4. Generacion de corrientes de chorro mediante la implosion de
burbujas durante la aplicacion de ultrasonido en un medio acuoso
(Pardo-Rueda, 2012).
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quimicas artificiales  (Pinton et al., 2019). Esto debido a la creciente
concientizacion de los consumidores por una vida mas saludable (Pinton et al.,
2019). Por otro lado, los procesos convencionales de alimentos (i.e. el
procesamiento térmico) pueden tener efectos adversos sobre su calidad, por
ejemplo, la reduccion de -caracteristicas nutricionales y funcionales. Los
alimentos minimamente procesados o tecnologias alternativas no térmicas (como
el UAI) han demostrado evitar la pérdida de caracteristicas sensoriales, nutritivas
o funcionales de alta susceptibilidad a la desnaturalizacion (Pefia-Gonzalez et al.,
2019). Por lo que el UAI esta siendo investigado recientemente como alternativa

de metodologias de procesamiento convencionales.

El UAI ha sido investigado en una amplia variedad de alimentos con
distintas finalidades. Ha sido investigado para suplir a metodologias
convencionales 0 para un uso conjunto en la mejora de calidad del alimento o
hacer un proceso mas eficiente (Mason et al., 1996; Fu et al., 2020). Algunas de
sus ventajas es que tiene relativamente bajo costo, es de facil operacion, bajos

costos de procesamiento y es amigable con el medio ambiente (Fu et al., 2020).

Se han encontrado efectos benéficos al aplicar UAI en alimentos en cuanto
a; mejorar la calidad, promover la transferencia de masa, incrementar la
productividad, activar o inhibir enzimas, reducir carga microbiana, mejorar
caracteristicas organolépticas, mejorar la emulsificacion, mejorar la cristalizacion,
homogenizar, romper células y ablandar carne (McClements y Sundaram, 1997;

Pohlman et al., 1997b; Fernandes et al., 2009; Alarcon-Rojo et al., 2015; Caraveo
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et al., 2015; Rodrigues et al., 2015; Turantas et al., 2015; Almanza-Rubio et al.,

2016; Pefa-Gonzalez et al., 2019).

Transferencia de Masa

Secado. El secado es un proceso ampliamente utilizado para
conservacion de productos perecederos, consiste en la eliminacion de humedad
hasta un nivel en donde se minimicen las reacciones enzimaticas y el deterioro
microbiano (Vega-Galvez et al., 2009), hasta una actividad de agua por debajo
de 0.5 (Bonazzi y Dumoulin, 2011). Sin embargo, los tiempos de secado
prolongados ademas de ser economicamente elevados, afectan las

caracteristicas de calidad del alimento (Bonazzi y Dumoulin, 2011).

El secado convectivo es el método de secado mas utilizado a nivel
industrial. EI UAI ha sido utilizado como pretratamiento de secado convectivo de
diversos productos alimenticios, con el objetivo de reducir tiempos de
procesamiento (Huang et al., 2020). Sin embargo, existen otros métodos de
secado como; secado por liofilizacion, por vacio, por lecho fluidizado y
deshidratado osmdético, en donde el UAI también ha mostrado su efectividad en
la reduccién de tiempos de secado (Souza da Silva et al., 2019; Zhang y

Abatzoglou, 2019).

Los efectos de la cavitacion acustica son capaces de crear canales
microscopicos mediante el rompimiento de la pared celular y de mantenerlos
libres para el transporte de masa (Miano et al., 2016). Los canales son utilizados

como rutas de transporte hacia la superficie del material por lo que se eleva el
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coeficiente de difusividad efectiva. Es decir, se logra una mayor rapidez de
migracion del agua del centro hacia la superficie del alimento (Fernandes et al.,
2008). Esto ayuda a la remociéon de humedad dentro del material durante el
procesamiento de secado convectivo (Fernandes et al., 2008). Se han
encontrado mejoras en los tiempos de secado de alimentos (zapote, piia,
platano) debido a un aumento de hasta un 64% en la difusividad del agua
(Fernandes et al., 2009; Rodrigues et al., 2009; Azoubel et al., 2010). El efecto
del pretratamiento de UAI en las cinéticas de secado varia dependiendo del
material utilizado, debido a las diferencias estructurales propias de cada alimento
(Noshad et al., 2012). Otras propiedades que afectan la eficiencia del ultrasonido
durante el secado son; la geometria, hidrofobicidad, extensibilidad del material y

la porosidad como una de las méas importantes (Zhang y Abatzoglou, 2019).

Extraccion. La extraccion es una operacion unitaria de transferencia de
masa, cuyo objetivo es la separacion de una sustancia a través de otras a escala
molecular, siendo la extraccion liquida (liquido-liquido) y la lixiviacion (solido-
liquido) las formas mas comunes de extraccién en la industria (Treybal, 1980;
Meregalli et al., 2020). El UAI es investigado como herramienta alternativa a los
procesos convencionales para acelerar el proceso de extraccién, teniendo
ventajas econdmicas y ambientales. Una de las formas en la que el UAI es
utiizado para una mejora en la extraccion, es mediante su uso como
pretratamiento en un medio acuoso (Panadare et al., 2019), en donde el UAI
promueve la disrupcion celular, facilitando la impregnacion de los solventes

dentro de la matriz. Esta mayor transferencia de masa mejora la extraccion.
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Adicionalmente, se han encontrado mejoras en la extraccion de componentes de
interés, como antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides, cuando el UAI
es utilizado simultineamente con la extraccién (Meregalli et al., 2020). En
especial cuando se desean extraer sustancias sensibles a la temperatura (Ojha
et al., 2020). Sin embargo, una de las principales limitaciones es que las
investigaciones son realizadas a nivel laboratorio y pueden existir problemas al
escalarlo a nivel industrial (Ojha et al., 2020). Sobre todo para alimentos de
viscosidad elevada, en donde puede haber gran atenuacion de las ondas de

ultrasonido (Ojha et al., 2020).

Homogenizacién. La homogenizacion de la leche es una metodologia
tradicional en la industria lactea, que consiste en el flujo a presion de la leche a
través de pequeiios orificios con un diametro menor al de los globulos de grasa.
La homogenizacién causa un rompimiento de la membrana y forma glébulos de
grasa de diametro inferior y mas homogéneos que los originales (Wang et al.,
2019). El UAI ha sido utilizado como una herramienta alternativa con el propésito
de mejorar la homogenizacion de la leche, se ha observado que al ultrasonicar la
leche, los glébulos de grasa pueden pasar de un diametro de 7 um en promedio
a un diametro menor a 2 um (Almanza-Rubio et al., 2016). La cavitacion acustica
generada por el ultrasonido libera energia al medio y alterando la membrana de
los glébulos de grasa, mejorando la eficiencia de la homogenizacion (Carrillo-

Lopez et al., 2017).

La eficiencia de la homogenizacién de la leche depende de las condiciones

de ultrasonicacién (Hongyu et al., 2000). La ultrasonicacion debe tener cierta
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energia que permita la ruptura de la membrana de globulos de grasa, pero
también que permita la presencia de cadenas de proteinas que sirven para
estabilizar el glébulo en el medio acuoso (Hongyu et al., 2000; Almanza-Rubio et
al., 2016). Intensidades muy bajas o tiempos reducidos no logran la reduccién del
tamafio de los glébulos de grasa (Hongyu et al., 2000). Mientras que intensidades
muy elevadas no permiten el establecimiento de las cadenas de proteinas
estabilizadoras en la membrana de glébulos, permitiendo su coalescencia
(Almanza-Rubio et al., 2016). Adicionalmente, el ultrasonido ha demostrado su
capacidad de homogenizacion en emulsiones como mayonesa y aderezos,
reduciendo el tamafio de particula, mejorando su estabilidad y reduciendo la

sinéresis (Gavahian et al., 2018; Kaltsa et al., 2018).

Cristalizacién. La cristalizacion es un proceso utilizado en la industria
guimica, farmacéutica y petroquimica, consiste en la nucleacion y crecimiento de
particulas solidas (cristal) a partir de una fase homogénea (McCabe et al., 1991).
El UAI puede inducir la nucleacién a niveles menores de supersaturacion debido
a la generaciéon de regiones de excitacidbn con temperaturas y presiones
extremas, a causa del colapso de las burbujas de cavitacion acustica(Luque de
Castro y Priego-Capote, 2007). La rapida caida de temperatura contribuye con
un incremento en la supersaturacion, mientras que el incremento de la presion

reduce la temperatura de cristalizacion (Luque de Castro y Priego-Capote, 2007).

Un ejemplo del uso de la cristalizacion en la industria alimentaria es en la
remocién de lactosa del suero de leche (Sanchez-Garcia et al., 2019). ElI UAI

facilita la cristalizacion de lactosa en combinacién de antisolventes como etanaol,
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propanol o acetona. El UAI en combinacion con carragenina como ligador de
agua, pueden reducir la solubilidad de la lactosa, facilitando su cristalizacién

(Sanchez-Garcia et al., 2018)

UAI en la Industria de la Carne

En afios recientes existe mayor conciencia por parte de los consumidores
acerca de alimentos saludables (Pinton et al., 2019). Por ello, la industria de los
alimentos ha buscado alternativas para el desarrollo de productos que cumplan
con sus expectativas a través de la investigacion (Pinton et al., 2019). Las
emulsiones céarnicas, como mortadelas y salchichas, son productos de alta
aceptabilidad a nivel mundial. Debido a que algunas tienen altos niveles de grasa,
sodio y aditivos quimicos, son una buena opcidén como objetivo de investigacion,
para mejorar sus propiedades nutricionales (Owusu-Apenten, 2004). Los fosfatos
son ingredientes utilizados de forma comun en emulsiones carnicas, ya que
actian con la sal para extraer y solubilizar proteinas miofibrilares. Lo cual
favorece la retencidén de agua, grasa y su emulsificacion, ademas de mejorar la
estabilidad oxidativa, la terneza y la jugosidad de la emulsion (Pinton et al., 2019).
Sin embargo, el elevado consumo de fosfatos puede ser dafino para la salud
(Pinton et al.,, 2019). El uso de UAI puede favorecer la emulsificacion de
productos carnicos permitiendo la reduccion de fosfatos en las formulaciones

hasta en un 50% (Pinton et al., 2019).

El color es el parametro mas importante en la carne en términos de
aceptacion por el consumidor, ya que normalmente lo relaciona con grado de

frescura y sabor de la carne (Tapp et al.,, 2011). Considerando mas frescas
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aquellas carnes en donde los colores son rojos y brillantes a comparaciéon con
colores oscuros (Hernandez et al., 2019). La mioglobina es el pigmento
responsable del color en carne, confiriendo colores distintos segun el estado
redox en que se encuentre. Sus posibles estados de desoximioglobina,
oximioglobina o metamioglobina, son los responsables de colores; parpura, rojo
o café, respectivamente (Lanari y Cassens, 1991; Olivera et al., 2013; Wu et al.,
2015a; Wu et al., 2015b; Hamill y Botinestean, 2016; Maheswarappa et al., 2016;
Nair et al., 2016). Adicionalmente, el color del producto final es influenciado por
factores intrinsecos como; raza, edad, sexo, pH, entre otros, mientras que los
factores extrinsecos involucrados pueden ser; temperatura, disponibilidad de
oxigeno o exposicion a la luz (Joseph et al., 2015; Wu et al., 2015a; Hamill y
Botinestean, 2016; Maheswarappa et al., 2016). EI UAI puede tener un efecto
adverso en las propiedades de color de carne fresca (Caraveo et al., 2015). Se
ha reportado reduccion en las caracteristicas deseables por el consumidor como

colores menos rojos y mas palidos (Pefia-Gonzalez et al., 2019).

Modificacion de Textura por UAI

La textura de la carne es una de las caracteristicas de calidad mas
importantes considerada por el consumidor (Lyng et al., 1997; Zhao et al., 2012)
por lo que afecta en gran medida su aceptacion o rechazo al momento de
consumo (Llull et al., 2002a; Coll Cardenas y Olivera, 2016). La propiedad de
textura mas importante para el consumidor es la terneza o suavidad, la cual se
refiere a la facilidad de masticar la carne hasta el punto en que esta lista para

deglutir (Coll Cardenas y Olivera, 2016).
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La textura de la carne es afectada por varios factores, entre ellos los
componentes intrinsecos como el contenido de proteina, grasa, tejido conectivo
y estado y contenido del agua (Coll Cardenas y Olivera, 2016). Se considera a la
fraccion de tejido conectivo y la fraccion miofibrilar como los principales
responsables de las caracteristicas de terneza o suavidad (Pohlman et al., 1997c;
Zhao et al., 2012; Coll Cardenas y Olivera, 2016). La cantidad y calidad de estos
componentes de la carne depende a su vez de factores o eventos pre-mortem o
post-mortem, tales como; especie, genotipo, edad del animal al momento del
sacrificio, estrés del animal, nutricibn, condiciones del sacrificio, dias de

maduracion, metodologias de empaque y almacenamiento (Warner et al., 2017).

La mayoria de los consumidores estan dispuestos a pagar una cantidad
mas elevada con la garantia de obtener carne con mejores caracteristicas de
textura (Coll Cardenas y Olivera, 2016). En la actualidad existen métodos
tradicionales mejoradores de textura de carne, los cuales pueden ser fisicos,
enzimaticos o quimicos (Kim et al., 2013). En los métodos fisicos la carne es
sometida a un estrés mecanico con la finalidad de romper proteinas estructurales
causando su ablandamiento (Pohlman et al., 1997a; Obuz et al., 2014). En los
métodos enzimaticos, la carne es tratada con enzimas, generalmente papaina,
bromelina o ficina, las cuales rompen o desnaturalizan proteinas (como las de la
linea Z) que dan firmeza o estructura al musculo (Zhao et al.,, 2012). La
temperatura Optima de estas enzimas es superior a 50°C pero como
generalmente son aplicadas a temperatura ambiente momentos antes de la

coccion, su eficiencia del 10% (Zhao et al.,, 2012). Estas enzimas son
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termoestables por lo que no se inactivan durante el cocimiento, pudiendo
generarse un sobre ablandamiento (Zhao et al., 2012). Por ultimo la metodologia
quimica consiste en la utilizacion de compuestos quimicos, el marinado es un
ejemplo en donde se agregan ingredientes en donde una de las funciones es
disminuir el pH lo que resulta en desnaturalizacion de proteinas provocando
hinchamiento de la carne, mientras que la adicién de sal mejora la capacidad de

retencion de agua, obteniendo una mejora en su terneza (Kim et al., 2013).

Los métodos tradicionales de ablandamiento de carne ya sean quimicos,
fisicos o enziméticos tienen desventajas, como, modificacion del sabor, la
apariencia o son tardados (Jayasooriya et al., 2007). Por lo que es importante
investigar procesos que generen productos con caracteristicas deseables de
textura sin afectar sus caracteristicas de calidad, asi como procesos que faciliten
su cuantificacion y medicion en la linea de produccién o idealmente su prediccion.
La utilizacién de métodos alternativos como el ultrasonido puede dar lugar a una
serie de cambios benéficos en los productos carnicos tales como: mejora en
terneza, caracteristicas fisicoquimicas, cocinado, procesamiento y reduccion de

carga microbiana (Alarcon-Rojo et al., 2015).

En términos de textura de carme los reportes del uso de UAI son
contradictorios. Los resultados favorables describen mejora en la terneza,
maduracién y reduccion de pérdidas durante la coccién, sin afectar otras
caracteristicas de calidad (Chang et al., 2012; Hu et al., 2014; Pefia-Gonzalez et
al., 2019). Por otro lado, otros autores no reportan efectos en cuanto a mejora de

terneza, atribuido a que las condiciones de ultrasonicacibn no fueron lo

26



suficientemente intensas (Lyng et al., 1997; Pohiman et al., 1997b; Sikes et al.,
2014), o incluso mencionan un aumento en la dureza al aplicar UAI a carne de
puerco en solucion salina, atribuido a un aumento en la ganancia de sal (Ozuna

et al., 2013).

El Cuadro 1, enlista condiciones de procesamiento de UAI, efecto
observado y metodologias de medicion de textura en muestras carnicas. El efecto
del UAI en la carne es comunmente atribuido a los efectos fisicos de la cavitacion
acustica, como el dafio en el perimisio (Roberts, 1991), la ruptura de la estructura
de proteinas miofibrilares y de colageno (Pefa-Gonzalez et al., 2019) resultando

en mayor indice de fragmentacion miofibrilar (Kang et al., 2017).

Adicionalmente al dafio por cavitacibn acustica, la textura de la carne
puede mejorarse por actividad enzimatica. El UAI puede favorecer la actividad
enzimatica enddgena mediante la liberacién de lisosomas, catepsinas y calcio
intracelular activando las calpainas (Pefia-Gonzalez et al., 2019). Mientras que
al aplicar UAI en conjunto con papaina se encontré mayor actividad enzimatica,
resultando en una disminucion de la dureza de la carne (Barekat y Soltanizadeh,
2017). Al aplicar UAI en muestras de carne de bovino después de distintos
tiempos de maduracion se encontr6 menor fuerza de corte por la metodologia
Warner-Bratzler y menor dureza por analisis de perfil de textura (TPA). La mejora
en textura es atribuida al efecto de cavitacidén acustica generado al aplicar UAI
en un medio acuoso, causando una mayor fragmentacion de las proteinas de la
carne, reduccion en el tamafio de los fasciculos, mayor espacio interfibrilar y un

menor grosor del endomisio. Sin embargo, la carne con aplicacién de ultrasonido
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Cuadro 1.- Efecto de ultrasonido de alta intensidad sobre textura de carne

Tratamiento de Medicion de Autores
Muestra Efecto
us textura
Bovino 20 kHz, 100y 300 Mejora de terneza, WBYy TPA (Barekat y
Longissimus W, 10- 30 minen  valor de WBSF Soltanizadeh,
lumborum conjunto con minimo a los 20 2017)
papaina min, reduccion de

dureza con

ultrasonido
Bovino 40 kHz, 1500 W, Sin efecto TPA (Chang et al.,
Semitendinosus 10-60 min significativo del US 2012)

(P>0.05)
Bovino 40 kHz, 1500 W, Mejora de terneza  WB (Chang et al.,
Semitendinosus 10- 60 min. 2015)
Carne de conejo 40 kHz, 110 Mayor dureza Prueba de (Gémez-Salazar

Semimembranos
us

Porcino
Longissimus
dorsi

Bovino
Semimembranos
us

Calamar gigante

Longissimus
lumborum et
thoracis,
Semitendinosus

Porcino Biceps
femoris

Bovino
Longissimus dorsi

Pechuga de
ganso

45 kHz, 2 W/icm2,
120 s.

25 kHz, 0.2, 0.4
W/cm2

2.6 MHz,
10wW/cm2, 30 s

20-140 kHz, 45—
360W, 10-50 min

(24 kHz, 12
W/cm2) por hasta
240 s

1 MHz, 150 -500
W, 25 kHz, 40 min

150-300 W, 30-
120 min,

300-600 W, 40
kHz, 30 min

Mejora de terneza

Sin efecto
significativo del US
(P>0.05)

Sin efecto
significativo del US

(P>0.05)

Mejora de terneza

Mejora de terneza

Sin efecto

significativo del US

(P>0.05)
Mejora de terneza

Mejora de terneza

penetracion

Compresién

TPA

WBy
compresion

WB

WB

WB

et al., 2018)

(Dolatowski y
Stadnik, 2005)

(Gambuteanu y

Alexe, 2013)

(Got et al., 1999)

(Hu et al., 2014)

(Jayasooriya et
al., 2007)

(Jorgensen et
al., 2008)

(Kang et al.,
2017)

(Lietal., 2018)
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Tratamiento de Medicion de Autores
Muestra Efecto
us textura

Bovino 0.29-0.62 W Sin efecto Volodkevich  (Lyng et al.,
Longissimus cm-2, 30-47 kHz,  significativo 1997)
thoracis, 5-90 min (P>0.05)
Semimembranos
us, Biceps
femoris
Longissimus 20 kHz, Sin efecto Volodkevich  (Lyng et al.,
thoracis et 62W/cmz2, significativo 1998)
lumborum, periodos de 15 s (P>0.05)
Semimembranos  en cada parte, 2-
us 3.25 h totales
Bovino 40 kHz, 11 Wem,  Mejora de terneza ~ WB (Pefia-Gonzalez
Longissimus dorsi 60 min etal., 2017)
Bovino (40 kHz, 11 Mejora en terneza  WB, TPA, (Pefia-Gonzalez
Longissimus dorsi  W/cm2) 60 min instrumental y sensorial et al., 2019)

sensorial, WBSF
Bovino Pectoralis 22 W/cm2, 20 Sin efecto WB (Pohlman et al.,

kHz, 5-10 min significativo 1997b)

(P>0.05)
Bovino 20 kHz, 1,000 W Mejora de terneza Lee-Kramer (Pohlman et al.,
Longissimus y 1997c)
Pectoralis

Jamoén curado

Sirloin

Semitendinosus

Pechuga de pollo

Semimembranos
us

Bovino Shank
(Pierna)

2Wcm-2, 40
kHz, 2 h

2-16 min, 25.9
kHz

Bafio ultrasonico,
20 min

45 kHz, 2 W/cmz2,
120 s.

150-3300 W/m2,
6 min,

Mayor dureza

Mejora de terneza

Sin efecto
significativo
(P>0.05)

Sin efecto
significativo
(P>0.05)

Mejora de terneza,
después de 48 h
de maduracion

Sin efecto
significativo
(P>0.05)

Ruptura por
compresion

WB

Allo-Kramer

WB

WB

(Reynolds et al.,
1978)

(Roberts, 1991)

(Smith et al.,
1991)

(Smith, 2011)

(Stadnik y
Dolatowski,
2011)

(Wan et al.,
2018)
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Tratamiento de Medicion de Autores
Muestra Efecto
us textura
Bovino 20 kHz, 25 Mejora de terneza  WB (Wang et al.,
Semitendinosus W:-:cm-2,20040 después del dia 7 2018)
min, de maduracion

Pechuga de 20 kHz, 1200 W, Mejora en terneza  Meullenet- (Zou et al.,
ganso 10-30 min Owens 2018b)
Bovino Flank 20 kHz, 0-1000 Mejora enterneza  TPA (Zou et al.,
(Falda) W, 80-120 min 2018a)

WB = Warner-Bratzler
TPA = Andlisis de perfil de textura
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también presentd menor saturacion (Croma), correspondiente a colores palidos
no deseables por el consumidor, un aumento en los valores de angulo Hue,
correspondiente a tonalidades menos rojas y mas naranjas (Pefia-Gonzalez et

al., 2019).

Descontaminacion por UAI

El UAI ha sido estudiado con la finalidad de disminuir la carga microbiana,
aumentando la vida en anaquel de los alimentos (Gao et al.,, 2014a). La
frecuencia ultrasonica define el principal mecanismo de accion del UAI (Zupanc
et al., 2019). Las frecuencias bajas cercanas a 20 kHz y hasta 100 kHz producen
menor cantidad de burbujas de vapor, pero de gran tamafo, que al implotar
liberan gran cantidad de energia al medio (Zupanc et al., 2019). Al utilizar
frecuencias bajas de ultrasonido se favorecen los efectos fisicos, mientras que,
al utilizar frecuencias altas, mayores a 100 kHz, se producen mayor cantidad de
burbujas de vapor, sin embargo, al implotar liberan menor cantidad de energia al
medio (Zupanc et al., 2019). Las frecuencias ultrasénicas altas favorecen la
formacion y dispersion de radicales libres y productos moleculares en el medio
por lo que se le atribuyen los efectos quimicos como principal forma de accion
(Zupanc et al.,, 2019). Sin embargo, frecuencias muy elevadas dificultan la
formacion de burbujas de cavitacion en donde por arriba de 2.5 MHz no se logra

la formacion de burbujas de cavitacion (Alliger, 1975).

La reduccion de carga microbiana por ultrasonido es un efecto sinérgico
entre los efectos fisicos y quimicos generados a partir de la cavitacion acustica.

Los efectos fisicos dafian el microorganismo mediante altas presiones y
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temperaturas concentradas en areas pequefias, fuerzas de corte, ondas de
choque y microchorros que impactan sobre la superficie de la célula (Gao et al.,
2014b), alterando su funcionamiento y haciéndolo més susceptible a la accién de
los efectos quimicos, ya que se facilita el acceso de los radicales libres y
productos moleculares al interior de la célula. Sin embargo, el efecto final sobre
los microorganismos depende de factores como: las condiciones de
ultrasonicacion (intensidad, tiempo, frecuencia), el medio en el cual es aplicado

el ultrasonido, asi como de los microorganismos presentes (Zupanc et al., 2019).

La carne es un alimento perecedero por lo que deficiencias en su
procesamiento, almacenamiento y distribucion pueden generar pérdidas
econdémicas y representar un peligro para el consumidor, debido a la
multiplicacion de organismos patégenos y de descomposicion (Turantas et al.,
2015). El deterioro (cambios de color, sabor, olor) asociado al crecimiento de
microorganismos Yy la oxidacién de lipidos son los principales responsables del

deterioro de la carne (Lawrie y Ledward, 2006).

El UAI es una herramienta no térmica para disminuir la carga microbiana
en el area de céarnicos (Turantas et al., 2015). Debido a que el efecto individual
del UAI sobre la carga microbiana es bajo, este suele combinarse con otras
tecnologias con el objetivo de aumentar su actividad antimicrobiana. (Kassem et
al., 2018). Algunas de las tecnologias utilizadas en combinacién con UAI son
altas presiones, pulsos de campos eléctricos, irradiacion, compuestos quimicos

y temperatura (Huang et al., 2006; Bastarrachea et al., 2017; Carrillo-Lopez et al.,
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2017; Li et al., 2017; Tremarin et al., 2017; Dolan et al., 2018; Evelyn y Silva,

2018).

Al utilizar UAI por 10 s en combinacién con vapor en pechuga de pollo se
encontré una reduccion adicional en el conteo de Campylobacter de mas de 1 log
unidades a comparacion del tratamiento solo con vapor (Musavian et al., 2014).
Sin embargo, en otro estudio no se encontro diferencia significativa en la
reduccion de Salmonella typhimurium, Yersinia enterolitica y Escherichia coli en
carne de cerdo al aplicar UAI en combinacién con vapor por tiempos entre 0.5y

2 s, posiblemente por los cortos tiempos de exposicion (Morild et al., 2011).

El UAI mostré tener mayor actividad de descontaminacion de la superficie
de ala de pollo, en contra de Salmonella enterica, E. coli, Proteus spp y
Pseudomonas fluorescens al aumentar su tiempo de procesamiento de 3 min a
6 min en agua destilada (Kordowska-Wiater y Stasiak, 2011). La combinacion de
UAI con &cido lactico al 1 y 3% ha demostrado tener mayor efectividad contra
algunos microorganismos como; Salmonella (Stasiak et al., 2007; Kordowska-
Wiater y Stasiak, 2011), Campylobacter jejuni (Kassem et al.,, 2018) y P.
fluorescens (Kordowska-Wiater y Stasiak, 2011) a comparacion de ultrasonido

exclusivamente.

El efecto antimicrobiano del UAI depende entre otros factores de la
intensidad, tiempo y el medio en el cual es aplicado, asi como del
microorganismo. La reduccion de la carga microbiana es atribuida a que el UAI
facilita la penetracion del vapor o agente antimicrobiano en cavidades de la

superficie del tejido en donde los microorganismos estan normalmente protegidos
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y a un dafio en la membrana exterior de los microorganismos haciéndolos mas
susceptibles a otras metodologias de disminucién de carga microbiana (Turantas

et al., 2015).

Ultrasonido de Baja Intensidad

A partir del hundimiento del Titanic en 1912 surgieron grandes esfuerzos
humanos para detectar objetos bajo el agua, empezando el desarrollo del UBI en
el afo 1915 durante la | Guerra Mundial. Langevin es considerado pionero y
padre del campo de ultrasonido, quien realizd experimentos en la Escuela de
Fisica y Quimica de Paris, Francia, que comprendian experimentos de hasta 2
km por el rio Sena. Estos experimentos estaban incluidos en un programa de

deteccién de submarinos elaborado por Francia e Inglaterra (Cheeke, 2012).

El UBI utiliza intensidades menores a 1 W/cm? y frecuencias mayores a 1
MHz, este tipo de ultrasonido es no destructivo, es una metodologia rapida que
puede ser automatizada ademas de ser relativamente econdmica. En el area de
alimentos es utilizado para su analisis y para su caracterizacion. La metodologia
consiste en propagar la onda ultrasonica a través del material, determinando las
propiedades del material mediante la medicién de parametros ultrasénicos tales
como: velocidad de fase acustica (c) [m/s], coeficiente de atenuacién (a) [dB/mm]
0 impedancia acustica (Z) [Rayls] (McClements y Sundaram, 1997; Benedito et

al., 2001; Llull et al., 2002a; Fulladosa et al., 2015).
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Usos de Ultrasonido de Baja Intensidad

El ultrasonido de baja intensidad puede ser utilizado para el analisis,
caracterizacion o para la prediccion de algun atributo del alimento de manera no
destructiva. Los estudios de UBI en diversos productos carnicos generalmente
miden la velocidad de fase acustica debido a que es méas simple y confiable,
algunos estudios son: caracterizacion de productos carnicos curados secos,
composicién de mezclas de carne, contenido de grasa y sal en jamon, contenido
de sal en carne de cerdo, prediccion de contenido de carne magra y grado de
marmoleo en Longissimus dorsi y evaluacion de textura en embutidos
(Haumschild y Carlson, 1983; Benedito et al., 2001; Llull et al., 2002a; Llull et al.,
2002b; Fortin et al., 2004; Corona et al., 2013; Fulladosa et al., 2015; Garcia-
Pérez et al., 2015; de Prados et al., 2015a; de Prados et al., 2015b; De Prados et

al., 2016).

Las metodologias convencionales seguidas para la obtencién de
informacion de textura de muestras carnicas son destructivas y demandantes de
tiempo. Estas pueden dividirse en dos categorias: determinacion instrumental y
evaluacion sensorial. Existen tres tipos de pruebas sensoriales. Las pruebas
afectivas, son aplicadas en consumidores y se mide el nivel de agrado personal
sobre algun alimento. Las pruebas discriminativas, en las que se utiliza un panel
entrenado, consiste en determinar diferencias de un atributo entre dos o0 mas
muestras. Las pruebas descriptivas, en las que el entrenamiento del panel es
mas intenso, pretende medir de manera objetiva alguna propiedad del alimento

(Hansen et al., 2004; Coll Cardenas y Olivera, 2016). Sin embargo, es una
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metodologia que demanda tiempo y recursos humanos y puede llegar a ser
complicada segun el nivel de entrenamiento requerido por el panel sensorial. La
cuantificacion analitica de la textura consiste en simular la masticacion
instrumentalmente (McClements y Sundaram, 1997; Llull et al.,, 2002a; Coll
Cardenas y Olivera, 2016). Existen varias pruebas como; Warner-Bratzler, 5
Blades, Punch and Die, Volodkevich, entre otras. Los resultados obtenidos son
expresados como fuerza de corte [N], que consiste en la fuerza maxima
registrada durante la prueba. También pueden ser expresados como energia de
corte [J], la cual consiste en calcular el &rea bajo la curva desde el inicio hasta el

final de la prueba (Hansen et al., 2004; Coll Cardenas y Olivera, 2016).

El ultrasonido de baja intensidad ha sido utilizado para evaluar la textura
de varios productos alimenticios, mediante la medicién de sus propiedades
acusticas (Cuadro 2). Entre estos productos se encuentran aguacates,
zanahorias, queso Y tejido graso, asi como en productos carnicos tales como
jamédn, sobrasada, carne de puerco, carne molida, (Benedito et al., 2001; Llull et

al., 2002a; Llull et al., 2002b; Corona et al., 2013).

Se han realizado investigaciones en productos carnicos en donde se ha
encontrado que existe cierta dependencia entre la terneza de dichos productos
con la velocidad de fase acustica (Cuadro 3). Se reporta que existe una relacién
lineal entre la velocidad de fase acustica y la raiz cuadrada de la textura (dureza),
generalmente expresada como fuerza maxima en Newtons. Las ecuaciones
obtenidas pueden ser potencialmente utilizadas para evaluar la textura de

alimentos de origen animal satisfactoriamente (Corona et al., 2013)

36



Cuadro 2. Propiedades ultrasonicas de algunos alimentos (McClements y
Sundaram, 1997)

Alimento Frecuencia  Velocidad Impedancia Atenuacion
(MHz) (m/s) (x10% kg m/s) (Np/m)

Agua 5 1528 1.53
destilada

Grasa 5 1440 1.62

Higado 1590 1.64-168
Musculo 1590 1.65-1.74

Queso 0.05-0.93 1365- 1.3-1.6

1645

Pescado 1 1550 1.6 7
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Cuadro 3.- Prediccion de textura en productos carnicos

Muestra Propiedad Relacién lineal R2 Referencia
acustica
medida
Biceps femoris, c c=1511+15 + 0.84 (Corona et al.,
Semitendinosus y 164+10 * MF°5 2013?)
Gluteal de cerdo
Rectus femoris, c €c=1502+19 + 0.87 (Corona et al.,
Vastus lateralis y 178+13 * MF05 2013?)
Vastus medialis de
cerdo
Sobrasada c c=1556.3 + 15.23* 0.946 (Llull et al.,
MF0-5 20022)
c=1550.9 + 6.07 * 0.943
CWO.S
Sobrasada c ¢=0.568 * MF°5 - 0.946 (Llull et al.,
1.709 ®w + 1674.7 2002b)
c=0.202* CWPO5 - 0.947

1.713 ®w + 1675

c= Velocidad de fase acustica
MF= Dureza

CW= Trabajo de compresion
®,,=Contenido de humedad
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Modos de Ultrasonido de Baja Intensidad

En el ultrasonido modo A es posible la medicion de propiedades acusticas con
base a la amplitud recibida por el sensor ultrasénico, ya sea por transmision o por
reflexion. EI modo A es (til para la caracterizacion de materiales o muestras, en
donde no es necesaria la formacion de imagenes. El ultrasonido modo B 0 modo
Brillo asigna cierto brillo a la amplitud recibida por el sensor acustico, permitiendo
realizar imagenes. Este tipo de ultrasonido es utilizado comiUnmente para
ecografia médica en mujeres embarazadas, mediante modo B en dos
dimensiones. En el ultrasonido modo M o modo Movimiento, se fija el sensor
ultrasonico para evaluar materiales en movimiento como por ejemplo el corazén,

obteniendo una gréfica de profundidad contra el tiempo (Rossing, 2014).

Aspectos a Considerar Durante las Mediciones

La velocidad de fase acustica depende en gran medida de la temperatura
(Povey y McClements, 1988). Por ello, al realizar mediciones de UBI, es de suma
importancia controlar la temperatura durante la medicién de la velocidad de fase
acustica, obteniendo aumentos de 3 m/s°C en agua (Benedito et al., 2001; Llull
etal., 2002a; Corona et al., 2013b). Incrementos similares en la velocidad de fase
acustica con la temperatura se han observado con productos de alta humedad,
como carne magra. Sin embargo, en productos carnicos altos en grasa, se ha
observado una disminucion en la velocidad a medida que la temperatura aumenta
(Llull et al., 2002a). La velocidad de fase acustica depende del contenido lipidico,
por lo que algunas investigaciones se han enfocado a la prediccion de contenido

de grasa (Llull et al., 2002a; Corona et al., 2013).
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La metodologia de medicién de la velocidad de fase acustica es una fuente
de variacion, ya que se obtienen resultados diferentes dependiendo de la
metodologia utilizada para su obtencion. Existen varias metodologias de
medicion de velocidad de fase acustica, como el método absoluto de cruce por
cero, método de pulso de tres vias, por variaciébn de grosor, amplitud maxima
positiva, el método relativo (Nowak y Markowski, 2013), umbral de energia y
correlaciéon cruzada. Para evitar variacion de las mediciones por UBI y para que
las investigaciones sean reproducibles es importante controlar al maximo las
condiciones de medicidn y especificar las condiciones utilizadas como

temperatura, presion, frecuencia ultrasonica y metodologia de medicién.
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RESUMEN
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El UAI ha sido investigado con el objetivo de evaluar el efecto en el
ablandamiento de carne, con resultados variados. Estas variaciones pueden ser
atribuidas a las condiciones de procesamiento, ya sea intensidades no lo
suficientemente altas, las condiciones de empaque o a un dafio superficial en la
muestra. El objetivo de los estudios exploratorios fue evaluar el efecto de las
intensidades de ultrasonido sobre la terneza de la carne de bovino (primer
estudio), determinar el efecto de los empaques de polimeros como proteccion a
las burbujas de cavitacion acustica por UAI (segundo estudio) y determinar el
dafo por cavitacion a distintas distancias dentro de carne de bovino sometido a
tratamiento de UAI mediante laminas de aluminio (tercer estudio). En el primer
estudio no se observdé mejora en la terneza de la carne al ultrasonicar. Sin
embargo, el bafio ultrasénico que arroj6 los mejores resultados de terneza fue el
ultrasonido de mayor intensidad (90 W/cm?), pero afectdé negativamente las

caracteristicas de color. Los empaques de polimeros evitaron el dafio por
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cavitacion acustica en laminas de papel aluminio empacadas al vacio. Mientras
que al incluir agua en el empaquetado al vacio se dafi6 el aluminio, el cual se
incrementd al aumentar la intensidad del ultrasonido. Por ultimo, en el tercer
estudio, se observo que el efecto mecanico de la cavitacion es inversamente

proporcional a la distancia.
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ABSTRACT

EXPLORATORY STUDIES

BY:

SERGIO DIAZ ALMANZA

High intensity ultrasound has been investigated with the objective of
evaluating the effect on meat tenderness. However, there are very varied results
on the effect of UIA in meat. These variations can be attributed to the processing
conditions, whether intensities not high enough, packaging conditions or
superficially sample damage. The objective of the exploratory studies is to
determine the effect of ultrasound intensities on beef tenderness (first study),
evaluate the effect of polymer packaging as acoustic cavitation protection (second
study) and determine the damage of cavitation bubbles in beef undergoing UAI
treatment (third study). In the first study, no improvement on beef tenderness was
observed when UIA was applied. However, the ultrasonic bath with the highest
intensity yielded the best results on beef tenderness, although it also presented
the least desirable color properties. Polymer packaging prevented aluminum foil
damage when was dry vacuum packaged. Damage on aluminum foil was
observed when water was added inside the polymer, which increased with
increasing ultrasound intensity. Finally, in the third study, the mechanical effect of

cavitation was inversely proportional to distance.
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INTRODUCCION

La carne es un alimento muy completo por su aporte nutricional, ademas
de sus caracteristicas sensoriales que resulta en una alta aceptabilidad por el
consumidor (Cardenas y Olivera, 2016; Hygreeva y Pandey, 2016). La textura de
la carne es una de las caracteristicas de calidad mas importantes considerada
por el consumidor (Lyng et al., 1997; Zhao et al., 2012), por lo que afecta en gran
medida su aceptabilidad, precio de compra, asi como la decision de volver a
comprar el producto (Llull et al., 2002%; Coll Cardenas y Olivera, 2016).

Los métodos tradicionales de ablandamiento de carne ya sean quimicos,
fisicos 0 enzimaticos pueden afectar el sabor, la apariencia o son tardados
(Jayasooriya et al., 2007). Por lo que es importante investigar procesos que
generen productos con caracteristicas deseables de textura sin afectar otras
caracteristicas de calidad. El ultrasonido de alta intensidad es una herramienta
alternativa que ha sido utilizada con el propésito de ablandar la carne (Pefa-
Gonzalez et al., 2019). Consiste en ondas acusticas a una frecuencia mayor a la
perceptible por el oido humano, correspondiente a frecuencias mayores a 20 kHz
y con una intensidad mayor a 10 W*cm (Ashokkumar y Mason, 2007).

Al aplicar el UAI en un medio acuoso, se generan burbujas de vacio, las
cuales colapsan en implosion, liberando energia al medio y causando dafio
estructural al material cercano a la implosion (Ashokkumar y Mason, 2007),
mediante las ondas de choque generadas al momento de la implosion y mediante
corrientes de chorro que impactan sobre la superficie del material (van

Wijngaarden, 2016).
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Existen reportes de mejora en textura de carne mediante el uso de UAI
(Barekat y Soltanizadeh, 2017a; Kang et al., 2017), en otras ocasiones no se
reporta un efecto significativo (Wan et al., 2018) o incluso negativo (Gomez-
Salazar et al., 2018), atribuido a tiempos o intensidades bajos, por lo que no se
alcanza a observar el efecto deseado.

El efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre la textura de los productos
carnicos se evalla mediante distintas metodologias instrumentales o sensoriales
(AMSA, 2016). Se han realizado investigaciones para evaluar el mecanismo de
penetracion de burbujas de cavitacion en micro taneles de materiales rigidos en
donde se observo la creacion de las burbujas de cavitacion en la boca del tinel
con una posterior insercién de burbujas por la cavidad (Vaidya et al., 2016). Sin
embargo, el efecto en la estructura de los alimentos es cominmente evaluado
por microscopia, en donde se observa la formacion de micro tineles en tejido
vegetal (Fernandes et al., 2008, 2009) o dafio y cambios conformacionales de la
estructura de céarnicos (Ozuna et al., 2013; Gao et al., 2016). Sin embargo, el
papel aluminio es un material que permite visualizar claramente el dafio por
cavitacion y ha sido utilizado para la estimacion de la intensidad de la cavitacion
generada por ultrasonido (Chivate y Pandit, 1995).

El objetivo de los estudios exploratorios fue evaluar el empaque de
polimeros como proteccion para la cavitacion acustica, determinar la distancia
del dafio de la cavitacion acustica dentro de carne de bovino al aplicar ultrasonido
de alta intensidad en un medio acuoso y evaluar el efecto de las intensidades de
ultrasonido sobre la textura de la carne de bovino. A partir de los resultados

obtenidos de estos estudios exploratorios se definieron las condiciones

58



experimentales para los siguientes capitulos. Adicionalmente, ayuda a
comprender la existencia de resultados tan variados al aplicar ultrasonido de alta

intensidad a carne de bovino.
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MATERIALES Y METODOS

Experimento I. Intensidades de Ultrasonido en Carne de Bovino

Se utilizaron 8 lomos (Longissimus dorsi) de bovino como bloques, los
cuales fueron cortados en trozos de 25 mm de grosor. Las muestras se asignaron
a distintos bafios ultrasénicos con intensidades de 6, 7, 16, 28 y 90 W/cm?. Se
agregaron 500 mL de agua destilada al bafio ultrasénico. Se ajusto latemperatura
inicial a 4°C y se coloco un refrigerante de inmersién (Julabo, FT 200, Seelbach,
Alemania) para reducir el aumento de temperatura. El tiempo total de
ultrasonicacion fue de 60 min, 30 min por lado para asegurar una exposicion

equitativa a las ondas de ultrasonido.

Textura

El andlisis de textura se realiz6 instrumentalmente en un Texturémetro TA
XT Plus con una celda de carga de 50 kg, con la finalidad de determinar la dureza
de la carne, mediante la metodologia de Warner Bratzler como se describe a

continuacion (AMSA, 2016).

Las muestras de carne fueron cocinadas en plancha de coccién a una
temperatura de 200°C aproximadamente por 8 min hasta que el centro térmico
alcanzo una temperatura de 71 °C, las piezas de carne fueron cocinadas
simultdneamente por ambas caras de la pieza de carne para asegurar una
coccion homogénea. Después las piezas de carne fueron enfriadas en cama de
hielo. Se tomaron muestras cilindricas con un diametro de 10 mm por 25 mm de

largo de manera paralela a las fibras con la ayuda de un sacabocados y cada
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muestra fue colocada en el texturémetro. Se utilizé una velocidad constante de 2
mm/seg (Hansen et al., 2004). Las muestras fueron cortadas de forma
perpendicular a las fibras musculares utilizando la navaja Warner Bratzler. Se
registré la fuerza maxima (N) y la energia de corte (J). Se realizaron 9 mediciones

por tratamiento y se reporté un valor promedio (Hansen et al., 2004).

Color
El color superficial de las muestras fue medido realizando tres lecturas por
muestra de forma triangular con un colorimetro (Konica Minolta CR-410, Japén),
el cual fue previamente calibrado con una placa blanca con valores de referencia
de Y =94.9, x =0.3124 y y = 0.3185. La lectura proporciona los tres valores de
las coordenadas L*(Luminosidad), a*(rojo-verde) y b*(amarillo-azul).
Adicionalmente los datos obtenidos fueron convertidos como °Hue que
corresponde a la tonalidad (Ecuacién 13) y Croma que corresponde a la
saturacion (Ecuacion 14) (AMSA, 2012).
°Hue = artg (Z—) (13)

Croma = /(a*)? + (b*)? (14)

pH
El pH fue determinado instrumentalmente con un potenciometro (Hanna

Instruments HI99163, Romania) a una profundidad de =15 mm dentro de la carne.
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Experimento Il. Empaque de Polimeros Como Proteccién a la Cavitacion

Acustica

Se cortaron 6 ldminas de papel aluminio (5 x 5 cm) y cada lamina se coloco
dentro de una bolsa para empaque al vacio. La mitad de las laminas se sellaron
al vacio en seco, mientras que a la otra mitad se le agregaron 50 mL de agua
destilada antes del sellado. Después de tener todas las bolsas selladas se
sumergieron en agua en bafos ultrasénicos con intensidades 6, 16 y 90 W/cm?

por 20 min.

Experimento Ill. Dafio de Cavitacién Acustica a Distintas Distancias Dentro

de Carne de Bovino

Materia Prima y Preparacion de la Muestra. Se obtuvieron trozos de 25
mm de grosor de lomos de bovino (Longissimus lumborum) congelados a =-18°C,
los cuales se mantuvieron a esa temperatura hasta su analisis. Los pedazos se
descongelaron a z4°C y se cortaron muestras de =30 x 30 mm para caracterizar
sus propiedades acusticas, mediante un equipo de ultrasonido de baja intensidad
(Gampt, Alemania). Con la ayuda de un cuchillo filoso se hicieron cortes a las
muestras de carne, a una profundidad de =3, 6, 9 y 12 mm y por ultimo se colocé
una lamina de papel aluminio de 100 mm?2.

Procesamiento de la muestra por UAI. Las muestras de carne con papel
aluminio fueron colocadas a lo largo del area del bafio ultrasénico (Figura 5) con

intensidad de 90 W/cm?, sin empaque durante 10 min. Se coloc6é una reja
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Figura 5. Distribucion de las muestras dentro del bafio ultrasonico.
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metalica en la parte superior del bafio para evitar el movimiento de las piezas de
carne. Se ajustd la temperatura inicial a 4°C y se coloco un refrigerante de
inmersion (Julabo, FT 200, Seelbach, Alemania) para reducir el aumento de
temperatura. Las tiras de papel aluminio fueron evaluadas considerando el area
de dafo.

Procesamiento de Imagen. Las laminas de aluminio se colocaron en un
microscopio con amplificacion de 4X. Se capturd la imagen de la lamina de
aluminio con una resolucién de 12 Mpixeles para evaluar el dafio observado. Para
el andlisis de resultados se utilizé el programa Matlab para el procesamiento de
imagen, en donde se realiz6 un conteo del area de dafio por cavitacion. La
imagen se transformé a escala de grises (I > 200), posteriormente se utilizé la
aplicacion de segmentacion de imagen (limite de 200, deteccion de contornos
con 100 iteraciones) y por ultimo se utilizé la aplicacion de andlisis de regién de

imagen.

64



RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento |

La intensidad de ultrasonido tuvo un efecto significativo (P<0.05) sobre la
textura. En la Grafica 1 se muestra el efecto de las intensidades de ultrasonido
sobre la textura de las muestras de carne, en donde no se observo disminucion
de textura con respecto al control. Sin embargo, la ultrasonicacion de mayor
intensidad arroj6 los mejores resultados de textura.

El pH fue afectado significativamente (P<0.05) por la aplicacion de
ultrasonido. En la Gréfica 2 se observa una disminucién del pH al aplicar
ultrasonido sin diferencia significativa entre intensidades. Sin embargo, el pH
permanece dentro de los limites normales de la carne.

El ultrasonido de alta intensidad afecté significativamente las propiedades
de color (P<0.05). Los resultados se muestran en el Cuadro 4 en donde se
encontré una tendencia perjudicial en las propiedades de color al incrementar las
intensidades de alta intensidad. El valor de L*, correspondiente a la luminosidad
se incrementd al someter las muestras carnicas a ultrasonido de alta intensidad.
Valores elevados de L* son deseables en la industria carnica, sin embargo, este
aumento en la luminosidad puede ser por la liberacion de agua superficial de la
carne, por lo que puede no ser una ventaja.

Para el caso de la coordenada a correspondiente a la tendencia rojo-verde,
se obtuvieron valores mas elevados en las muestras sometidas a ultrasonido de

alta intensidad, con una posterior tendencia de disminucién a medida que se

65



Dureza (N)
= N w B
o (@) o (@)

o

0 20 40 60 80 100
Intensidad (W/cm?)

Grafica 1. Efecto de la intensidad ultrasénica sobre la dureza de la carne de
bovino (Longissimus dorsi).
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Grafica 2. Efecto de la intensidad de ultrasonicacion sobre el pH de la carne de
bovino (Longissimus dorsi).

67



Cuadro 4. Propiedades de color de muestras carnicas de bovino (Longissimus
dorsi) sometido a distintas intensidades de ultrasonido

Intensidad

(W/cm?) L a b °Hue Chroma
0 31.18+0.81° 11.00+0.6° 6.73+0.2° 0.560+0.2° 12.92+0.76°
6 34.78+0.86° 14.16+0.66% 8.35+0.222 0.568+0.2° 18.40+1.122
7 34.35+0.81° 13.41+0.62 8.16+0.2% 0.586+0.2° 17.57+1.052
16 36.13+0.81%* 13.15+0.6® 8.52+0.22 0.617+0.2° 18.30+0.962
28 37.48+0.82%8 11.98+0.61* 8.46+0.21* 0.704+0.3* 16.69x0.862
90 34.78+0.81° 12.31+0.6% 8.03+0.2% 0.637+0.22° 16.04+0.77%
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incrementd la intensidad ultrasénica. Son deseables colores més parecidos al
rojo cereza correspondientes a valores mas elevados de la coordenada a*, por lo
que el aumento en las intensidades reduce esta caracteristica deseable de color.
La coordenada b* corresponde a la tendencia amarillo-azul. Se observo un
aumento en el valor de la coordenada b* al ultrasonicar las muestras de carne,
sin presentar un efecto significativo (P>0.05) de las intensidades de ultrasonido.

Este aumento es considerado como negativo ya que la muestra cambia a
un color mas café, pudiendo causar un rechazo por el consumidor. Las
intensidades mayores causaron un incremento en la tonalidad (°hue) cambiando
hacia una tonalidad méas naranja. Mientras que los valores de chroma indican que

al ultrasonicar las muestras carnicas se incremento la saturacion.

Experimento Il

En términos de dafio se observa (Figura 6) que cuando las laminas de
aluminio fueron empacadas al vacio en seco no se vieron afectadas por la
cavitacion acustica. Mientras que, al ser empacadas con agua en su interior, las
laminas de aluminio presentaron dafio que incrementé al aumentar la intensidad.

El ultrasonido de alta intensidad ha sido investigado como herramienta
alternativa para el ablandamiento de carne. Sin embargo, una practica comdn en
las investigaciones cientificas es ultrasonicar la carne empacada al vacio (Got et
al., 1999; Chang et al., 2012; Li et al., 2018). Al aplicar UAI en carne empacada
al vacio, las bolsas plasticas pueden tener un efecto protector a la cavitaciéon
acustica, con una posible disminucién de su efecto. Por lo que se debe tomar en

consideracion la utilizacién de empaques en trabajos posteriores.
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Figura 6.- Efecto de la intensidad sobre laminas de papel aluminio, A) Empaque

al vacio, B) Empaque al vacio himedo (con agua destilada).
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Experimento IlI

Las propiedades acusticas de la carne de bovino se muestran en el Cuadro
5, en donde se observa que las muestras empleadas para evaluar el dafio a
distintas distancias tienen propiedades acusticas similares, por lo que se espera
que sus propiedades acusticas no afecten en el dafio por cavitacion acustica al
someter las muestras a un mismo tratamiento.

Area de efecto ultrasonico. Al comparar (Cuadro 6) los dafios en las
laminas de aluminio de las muestras de carne colocadas en diferentes areas del
bafio ultrasénico, se puede observar que las muestras de la parte central estaban
mas dafiadas. El menor rastro de impacto de implosion de cavitacidén acustica fue
en las muestras situadas en los extremos. Esto es debido a que la energia
acustica tiene el valor mayor en la parte superior del emisor acustico, por lo que
la formacion de cavitacion, de igual forma, serd mayor en el lugar en donde esta
situado el transductor.

A partir de estos resultados se puede comprender el motivo de resultados
tan distintos en terneza de muestras de carne con tratamiento ultrasénico. Al
someter una pieza grande de carne a ultrasonido, el mayor efecto de cavitacion
es localizado en un area justo arriba del emisor acustico central, con un efecto
menor a medida que se aleja de él.

La metodologia instrumental de medicion de textura necesita un minimo
de 6 a 10 mediciones mediante un texturometro (AMSA, 2016), por lo que es
probable que la mayoria de las muestras analizadas de la pieza de carne se

encuentren en una ubicacion distinta al emisor acustico central por lo que no haya
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Cuadro 5. Propiedades acusticas de las muestras de carne de bovino utilizadas

para la evaluacion de distancias de 3, 6,9y 12 mm

Muestra ¢ (m/s) att (dB) att (dB/m) Z (rayl)
3mm 1628.12+8.7 6.64+4.8 351.14+2494 1.62E+06x 5.4E+04
6mm 1643 + 23.1 9.72+5.4 440 + 248.6 1.77E+06x 5.7E+04
9mm 1634.6 +23.1 9.31+4.9 500.3+*268.8 1.75E+06% 5.6E+04
12mm 1605.7+ 6 7.04+26 305zx102 1.76E+06x 5.8E+04

c= velocidad de fase acustica

att (dB)= coeficiente de atenuacion

att (dB/m)= coeficiente de atenuaciéon aparente
Z= Impedancia acustica caracteristica
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Cuadro 6. Area de dafio de cavitacién acuUstica en laminas de aluminio a
profundidades de 3, 6, 9 y 12 mm dentro de carne de bovino

(Longissimus dorsi)

Muestra Area (pixeles)
3mm_1 10239
3mm_2 14681
3mm_3 10758
6mm_1 7105
6mm_2 8766
6mm_3 4778
9mm_1 3041
9mm_2 5977
9mm_3 5483
12mm_1 2833
12mm_2 6278
12mm_3 1113
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tenido gran dafio por cavitacion y resulte en mediciones sin diferencias
significativas con respecto a carne sin someter a ultrasonido. Los equipos
ultrasénicos que se cuentan a nivel laboratorio no fueron disefiados para el
procesamiento de alimentos y el fabricante indica que fueron creados con el
objetivo de limpieza de materiales (Elmasonic, Alemania). Lo més conveniente
es el disefio de equipos de UAI con un enfoque especifico para el ablandamiento
de carne para una exposicion mas homogénea a las burbujas de cavitacion
acustica o colocar piezas de carne de un tamafio similar a los transductores de
los bafios ultrasdnicos con los que se cuenta.

Dafio a distintas distancias dentro de la carne. Las imagenes de las
laminas de aluminio obtenidas de las muestras en el bafio ultrasénico se
muestran en la Figura 7. Mientras que las mismas imagenes sometidas a
procesamiento de imagenes se muestran en la Figura 8. Se observo dafio en las
laminas de aluminio a todas las distancias evaluadas. EI mayor dafio fue
encontrado a la distancia mas cercana evaluada (3 mm), mientras que el dafio
de las laminas fue disminuyendo a medida que estaban situadas a una distancia
mayor del fondo del bafio ultrasénico, en donde se encuentra el emisor acustico.

El menor dafo fue encontrado a la mayor distancia evaluada (12 mm) sin
embargo, aun fue evidente el golpeteo de las burbujas de cavitacion. Por lo que
el grosor de la muestra puede reducir el efecto de la cavitacion en la parte media

(Jayasooriya et al., 2004).
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3 mm

6 mm

9 mm

12 mm

Figura 7. Dafo de las burbujas de cavitacion en laminas de aluminio a varias
distancias dentro de carne de bovino (3, 6, 9 y 12 mm) y en tres
posiciones dentro del bafio ultrasénico (90 W/cm?).
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3 mm

6 mm

9 mm

12 mm

Figura 8. Imagen procesada del dafio de las burbujas de cavitacion (zonas
blancas) a varias distancias dentro de carne de bovino (3, 6, 9y 12
mm) y en tres posiciones dentro del bafio ultrasénico (90 W/cm-2).
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Se observo un efecto reducido a una distancia de 12 mm, correspondiente
a aproximadamente la parte media de la chuleta de carne. La metodologia mas
comunmente utilizada para la medicion de terneza de carne es la Warner-
Bratzler. Esta metodologia indica que se deben de tomar muestras cilindricas de
forma paralela a las fibras de la carne, se debe de colocar en el texturémetro con
la navaja Warner-Bratzler, la cual corta la muestra de forma perpendicular a las
fibras de la carne, por la parte media, justo en donde se encontré el menor efecto
de cavitacion acustica, por lo que esta metodologia solo toma en cuenta el lugar
en donde existe menor dafio por efecto de la cavitacién. Considerando
nuevamente que se requieren de 6 a 10 muestras, las muestras tomadas de la
parte de la carne localizada en los extremos del bafio de ultrasonido tendran el
minimo efecto ya que se encuentran en la parte mas alejada del transductor

(AMSA, 2016).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los tres estudios exploratorios arrojaron resultados valiosos para fijar las
condiciones de procesamiento de los trabajos posteriores. En el primer estudio
exploratorio se evaluo el efecto de las intensidades sobre las caracteristicas de
calidad de la carne. El equipo de UAI de mayor intensidad tiene mayor efecto
sobre las caracteristicas de calidad evaluadas, fue el bafio ultrasénico que arrojo
los mejores resultados de textura, pero también fue el que presentd las
propiedades de color menos deseables. En el segundo estudio exploratorio, el
empaque al vacio en seco evitd el dafio por cavitacion acustica, ya que las
laminas de aluminio permanecieron intactas sin importar la intensidad
ultrasonica. Por ultimo, en el tercer estudio exploratorio, el mayor efecto de la
cavitacion acustica fue a la menor distancia (3 mm), con una tendencia a
disminuir el efecto conforme aumenta la distancia al emisor acustico, observando
el menor efecto a la mayor distancia evaluada (12 mm). A partir de los resultados
obtenidos en los experimentos exploratorios se considerd ultrasonicar las
muestras sin empaque dentro del bafio ultrasénico de mayor intensidad para

investigaciones posteriores.
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RESUMEN

EL TIEMPO IMPORTA AL ULTRASONICAR RES. EL MEJOR TIEMPO
PARA SONICAR, NO ES EL MEJOR PARA REDUCIR CONTEOS
MICROBIANOS.

POR:

M.C. SERGIO DIAZ ALMANZA
Doctor in Philosophia en Produccién Animal
Universidad Autonoma de Chihuahua
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Presidente: Ph. D. lvan Adrian Garcia Galicia

La investigacion sobre los efectos del ultrasonido de alta intensidad
(HIU) en las propiedades de calidad de la carne muestra resultados
contradictorios. Esto ultimo a veces se ha atribuido al tiempo de exposicion
limitado, no lo suficiente como para causar modificaciones celulares. Este
estudio evaluo el efecto de diferentes tiempos de exposicion (0, 10, 20 y 40
min) de HIU (37 kHz, 90 W cm - 2) sobre las propiedades fisicoquimicas que
incluyen; pH, color, terneza y conteos microbianos de dos porciones diferentes
(craneal-caudal) de carne de res (Longissimus lumborum). No se observé
ningun efecto significativo de la porcion de lomo (P > 0.05). El tiempo de
ultrasonido causo una reduccion de la terneza de la carne de res del 20.7%
(P < 0.05). Sin embargo, el tiempo de ultrasonidos también aumento el tono

de 0.62 a 0.76 de rojo a naranja (P < 0.05), pero no afecté coordenadas

83



importantes como a* o C *. La ultrasonicacién causo un aumento en el pH de
5.46 a 5.6 (P < 0.05), pero el pH no se vio afectado por el tiempo. La mayor
terneza se logré a los 40 min de sonicacion. Se observaron reducciones
significativas de mesofilos, psicrofilos y coliformes después de la
ultrasonicacion en comparacion con el control (P < 0.05). La mejor condicion
ultrasénica para la reduccion microbiana fue a los 10 minutos, cuando se
lograron los recuentos de microorganismos mas bajos, con un crecimiento

posterior al aumentar el tiempo de ultrasonidos.
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ABSTRACT

TIME MATTERS WHEN ULTRASONICATING BEEF. THE BEST TIME FOR

TENDERNESS IS NOT THE BEST FOR REDUCING MICROBIAL COUNTS

BY

SERGIO DIAZ ALMANZA

Research on the effects of high-intensity ultrasound (HIU) on meat
quality properties shows contradictory results. The latter has been sometimes
attributed to limited exposure time, not enough to cause cellular modifications.
This study evaluated the effect of different exposure times (0, 10, 20, and 40
min) of HIU (37 kHz, 90 W cm-2) on physicochemical properties including; pH,
color, tenderness, and microbial counts of two different portions of beef
Longissimus lumborum (cranial- caudal). No significant effect of loin portion
was observed (p > .05). Ultrasonication time caused a 20.7% toughness
reduction of beef (p < .05). However, ultrasonication time also increased hue
from 0.62 to 0.76 from red to orange values (p < .05), but it did not affect
important coordinates such as a* or C*. Ultrasound caused an increase in the
pH from 5.46 to 5.6 (p < .05), but pH was not affected by the time. The highest
tenderness was achieved at 40 min of sonication. Significant reductions of
mesophiles, psychrophiles, and coliforms were observed after ultrasonication
when compared to control (p < .05). The best ultrasonic condition for microbial
reduction was at 10 min, when the lowest microorganism counts were

achieved, with a subsequent growth when increasing ultrasonication time.
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INTRODUCTION

Texture and particularly tenderness is one of the main characteristics
that determine meat quality and consumer acceptability (Jayasooriya, Torley,
D’Arcy, & Bhandari, 2007; Obuz, Akkaya, Gok, & Dikeman, 2014). Myofibrillar
and connective tissue are considered the main factors contributing to the
texture quality of beef. Traditional meat tenderization methodologies have
included chemical and physical methods. However, each of these methods
has its own disadvantages, affecting the meat characteristics such as flavor or
appearance, or being impractical during application (Jayasooriya et al., 2007).
For instance, chemical interventions such as incorporation of salts, organic
acids, phosphates, and enzymes to meat through marination, immersion, or
injection, usually are time consuming, potentially a source of cross
contamination and may modify the flavor of meat. Physical methods such as
tumbling and tenderbound are time and high-energy consuming, and also may
cause cross contamination (Bhat, Morton, Mason, & Bekhit, 2018). Therefore,
research on methodologies to improve texture without negatively affecting
other quality characteristics is continuously demanded.

High intensity-low frequency ultrasound (HIU, 20-100 kHz with 10—
1,000 W cm™2) can be used to create structural changes in tissue (Alarcon-
Rojo, Janacua, Rodriguez, Paniwnyk, & Mason, 2015). HIU has been used in
a wide range of applications, since it can potentially affect many different
foodstuffs (i.e., milk, pineapple, apple, melon, banana, and meat) and food

quality by-processes such as, emulsification, crystallization, activation or
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inhibition of enzymes, cell damage, and antimicrobial activity among others
(Alarcéon-Rojo et al., 2015; Almanza-Rubio, Gutiérrez-Méndez, Leal-Ramos,
Sepulveda, & Salmeron, 2016; Musielak, Mierzwa, & Kroehnke, 2016; Ojha,
Keenan, Bright, Kerry, & Tiwari, 2016; Ozuna, Paniagua-Martinez,
CastanoTostado, Ozimek, & Amaya-Llano, 2015; Turantas,, Kili¢, & Kilig,
2015). When applied in an aqueous medium, HIU can cause cellular disruption
by cavitation. The formation and implosion of microbubbles results in a release
of energy to the medium, causing damage at a micro or macroscale in the
myofibrillar or connective tissue structures in meat (Alarcén-Rojo et al., 2015;
Jayasooriya et al., 2007). Additionally, ultrasonication may promote enzymatic
reactions, such as; higher autolysis, calpain activation, and degradation of
desmin and troponinT, resulting in an improved meat texture (Boistier-Marquis,

LagsirOulahal, & Callard, 1999; Wang et al., 2018).

Food safety is of high importance in meat industry, spoiled meat can
develop undesirable changes that cause economic loss or even health
problems in case of consumption. HIU has also been considered as an
alternative decontamination technology. HIU has been tested for Escherichia
coli, mesophilic bacteria, coliforms and psychrophilic bacteria. Furthermore,
significant microbial reduction is achieved when ultrasound is applied in
combination with other methods such as pulsed electric fields, pressure,
irradiation, mild temperatures, or brining among others (Condén, Mafas, &
Cebrian, 2011; Kang, Jiang, Xing, Zhou, & Zhang, 2017; Turantas, et al.,

2015).
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Nevertheless, effects of HIU on meat are contradictory. Some authors
have reported a significant increase in tenderness (AlarconRojo et al., 2015;
Chang, Xu, Zhou, Li, & Huang, 2012; Hu et al., 2014; Smith, Cannon,
Novakofski, McKeith, & O'Brien, 1991), while others have found no effect (Got
et al., 1999; Lyng, Allen, & McKenna, 1997; Sikes, Mawson, Stark, & Warner,
2014) or even negative effects (Ozuna, Puig, Garcia-Pérez, Mulet, & Cércel,
2013). Some of this contradiction can be attributed to the inconsistency in time
used when applying HIU. Likely, only some durations provide ideal conditions
creating structural changes in meat fibers. In meat, frequency ranges of 15
kHz—2.6 MHz, intensity ranges of 0.29-10 W cm~2, and time ranges of 15 s to
90 min, individually applied per side, have been reported (Alarcon-Rojo,
Carrillo-Lopez, Reyes-Villagrana, HuertaJiménez, & Garcia-Galicia, 2019; Got
et al., 1999; Lyng et al., 1997; Pohiman, Dikeman, & Kropf, 1997; Sikes et al.,
2014). However, the widest used frequencies in foods are in the range of 20—
1 mHz and intensities >10 W cm~2 (Ashokkumar, 2015). Hence, it is necessary
to compare the effects of different ultrasonication times, to determine if the
duration of exposure to HIU has an effect on meat quality. This study aimed to
evaluate the effect of HIU exposure time (Longissimus lumborum) on color,
pH, tenderness, and antimicrobial activity, when applied to different portions of

beef loin.
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MATERIALS AND METHODS

Raw Materials and Sample Preparation

Bovine loins (L. lumborum) were obtained from a commercial supplier.
They originated from Angus x Cebu crosses (around 410 kg of slaughter
weight and 21 m age) finished on feedlot. Following the regular slaughtering
process in federal inspected abattoirs (TIF by its Spanish acronym in Mexico),
animals were sacrificed after 12 hr of resting, stunned by captive bolt pistol.
Ten right loins were vacuum packed and fast-frozen at -18 °C after 72 hr
postmortem. This is for beef processing in Mexico, where meat aging is not a
common practice in the industry. Additionally, fast-freezing the muscles
allowed to uniformly cut them into 25 mm thick steaks (14 steaks/loin). Steaks
were divided in frontal or caudal loin portion, according to the origin of the
muscle. They were kept at =18 °C for 4 weeks as a simulation of maximum
storage before consumers acquired the meat. Steaks were then thawed at 20
°C, and 10 x 5 cm samples were dissected and separated from the central part
of the steak using a sharpened knife. Steaks of each loin portion were
randomly assigned to one of the four ultrasonication times.
Ultrasound Treatments

Ultrasound treatments (frequency = 37 kHz, intensity = 90 W cm™2) were
conducted using an ultrasonic bath (Elmasonic S 60 H, Singen, Germany).
The bath was filled with 1 L of distilled water and the unpacked sample was
placed at the bottom of the ultrasonic bath. Ultrasound exposure time was 0,

10, 20, or 40 min. Samples were directly placed in the water to assure that the
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possible effect was caused by the cavitation phenomenon, a physical plastic
layer could attenuate or modify the effect of the cavitation inside the pack
(Carrillo-Lopez, Alarcon-Rojo, Luna-Rodriguez, & Reyes-Villagrana, 2017;
Garcia-Galicia et al., 2019). To ensure an even exposure to ultrasonic waves,
the steak was turned at the middle of the ultrasonication time. Temperature
was controlled at 4 °C with an immersion cooler (Julabo, FT 200, Seelbach,
Germany). Unsonicated steaks that underwent the same procedure were used

as control treatment.

Color Analysis

Meat color was determined instrumentally with a colorimeter (Konica
Minolta Camera, UK, Aperture, 8 mm, llluminant C, Des) before and after
ultrasound treatment. Excessive water from bath was gently removed with
absorbent paper. After 10 min, color coordinates L*, a*, b*, and C* were directly
registered by the colorimeter (CIELab, 2004). Hue angle was calculated
according to Equation 15. Measurements were performed in triple for each

sample, in a triangular form on the meat surface.

°Hue = artg (Z—) (15)

pH

Meat pH was determined instrumentally with a digital pH meter (Hanna
Instruments, HI99163, Romania) before and after ultrasound treatment. The
electrode was placed at 1.5 cm depth into the meat to read the value.

Measurements were developed randomly in triangular form on the sample.
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Shear Force Analysis

Textural analysis was conducted using the Warner-Bratzler (BW)
methodology (Hunt et al., 2012). Steaks were cooked simultaneously on both
sides on an electric grill (George Foreman, GR2080R, China) until a
temperature of 71 °C at the thermic center was reached. Shear force was
analyzed with a TA XT Plus (UK) and sheared with the WB blade at a speed
of 2 mm/s. Positive peak force (N) and the positive area (N*s) were registered.

The mean values from the 10 measurements were used for data analysis.

Microbial Activity

Samples were placed on plates after treatment and three exudates of 5
+ 2 mL were collected from each treatment. From these, decimal dilutions (1072
to 107%) were prepared, using 0.1% peptone as sterile diluent. From each
dilution, 1,000 pyL was inoculated onto the corresponding culture medium.
Mesophilic and psychrophilic bacteria count was determined by the spread
plate technique. Mesophiles were incubated aerobically onto plate count agar
(Sigma—Aldrich, Spain) at 35 °C + 2 °C for 48 hr £ 2 hr. Psychrophiles were
incubated aerobically onto plate count agar (Sigma— Aldrich, Spain) at 4C for
168 = 2 hr. Coliforms bacteria and Escherichia coli were determined
anaerobically by inoculating the dilution into E. coli/ coliforms plates (3M
Petrifilm, Mexico) and incubated at 37C + 1C for 18—-24 hr. The colony forming
unit (CFU) was evaluated. Each CFU* mL™! value was transformed to

logarithmic units (Log10).
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Statistical Analysis

The experiment followed a 2 x 3 factorial randomized block design (2
parts of the loin and 3 times of exposure to ultrasound). The effect of loin type
and exposure time on the measured meat quality variables (color, pH, shear
force, microbial activity) was analyzed using a generalized linear model. Tukey
tests were performed to evaluate significant differences among means (a =

.05) (IBM SPSS, 2008).
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RESULTS AND DISCUSSION

Color

Color parameters of beef after ultrasonication are shown in Table 7.
None color coordinates were affected by loin portions (p > .05). Lightness (L*)
in meat is referred to as the light-reflective ability of the tissue surface. L* was
higher (p < .05) after ultrasound treatment and presented slightly higher values
as sonication time increased. Other authors have found similar effects when
ultrasonicating (11 W cm™) beef Semitendinosus steaks for 60 and 90 min

(Caraveo, Alarcon-Rojo, Renteria, Santellano, & Paniwnyk, 2015). They

described an increase in L* when beef was sonicated (either 60 or 90 min)
compared to control (nonsonicated), but no differences between 60 and 90 min
of sonication. A rise of L* in meat can be commonly associated with an
increase of free water at the meat surface, which reflects more light (Warriss,
2010). In this study, a higher exposition of meat to ultrasound waves and the
cavitation may promote water liberation on the beef surface by alteration of
superficial structures which could result in an increase in lightness. Hence, this

effect cannot always be considered as beneficial to meat quality.

Redness (a*) tended to decrease with increased time of ultrasonication
(Table 7), but no significant differences were detected (p > .05). Redness (a*)

is probably the most important color coordinate for beef, since a decline in this
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Table 7. Effect of ultrasonication (F = 37kHz, | = 90W/cm?) time on color
parameters (L*, a*, b*, °Hue and Chroma. mean * S.E.) in bovine
Longissimus lumborum

Time (min) L a b °Hue Chroma

Control 0 33.02+0.05¢ 20.91+1.52% 14.78+1.08% 0.62+0.01° 25.61+1.86%

10 43.08+1.49° 19.72+2.38% 15.74+1.50% 0.68+0.02"° 25.27+2.772
20 44.36+1.73% 17.62+2.19% 14.62+1.31% 0.71+0.03%° 22.95+2.482
40 46.95+1.48% 15.43+1.41% 14.37+0.7% 0.76%+0.02% 21.13+1.50%
P <0.0001 0.195 0.848 <0.0001 0.427

a,b, ¢ Different superscripts mean significant differences within the same
column.
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variable is directly linked to an undesirable and rejected color (Mancini & Hunt,
2005). However, ultrasonication of beef under the conditions of this study did

not significantly affect redness.

Yellowness (b*) of beef was not affected (p > .05) after ultrasound
(Table 1). b* is highly influenced by factors affecting the redox state of
myoglobin in meat (Lindahl, Lundstrom, & Tornberg, 2001). An increase in
yellowness of meat has been related to brown colorations (O'Sullivan, Byrne,
& Martens, 2003). Hence, b* upturns may be considered a disadvantage,
because brown meat colorations may lead to consumer unacceptance
(Nowak, Ropelewska, Bekhit, & Markowski, 2017). However, in this study HIU
did not produce brown colorations of beef L. lumborum at the tested sonication

times.

Sonication time did not significantly affect chroma (p > .05), although a
decreasing trend can be observed with an increase in sonication time (Table
1). Since chroma (C*) is considered the intensity of an object color and
includes both a* and b* coordinates, it represents a more integrated variable,
by which to evaluate beef. In beef, a value of C* below 18 has been identified
as the lowest threshold for consumer acceptance (MacDougall, 1982). In the
present study, chroma values were far from the threshold, ranging from 21.13
to 25.61. Negative trends were observed on redness and chroma with HIU
application, however not significant effect (p > .05) was found on these

coordinates. Redness and chroma are the most relevant for the cherry-red
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color sought by consumers on the market (Killinger, Calkins, Umberger, Feuz,

& Eskridge, 2004; Olivera, Bambicha, Laporte, Cardenas, & Mestorino, 2013).

Hue angle was increased by ultrasound treatment after only 20 min of
ultrasonication, and continued to increase with an increase in sonication time
(Table 1). Higher values of hue angle in beef indicate less red colors
(Hernandez, Saenz, Alberdi, & Difieiro, 2016). Additionally, in meat hue angle
is strongly related to MMb. For instance, in lamb (Longissimus dorsi), hue
angle and MMb content were correlated as high as r = .931 (Luciano et al.,
2011). In beef L. lumborum, a correlation of r = .96 between hue angle and

hue proportions was found (Hernandez et al., 2016).

Despite an increase in hue angle and L*, redness and chroma were not
affected by HIU. Since temperature was controlled at 4 °C during
ultrasonication, the change of color cannot be due to thermal denaturalization
or pigment oxidation. In addition, control samples were processed in the same
way as HIU exposed samples. Similar results were obtained by Pohlman,
Dikeman, and Zayas (1997) in their study where ultrasound was applied on
unpacked beef. Conversely, other studies did not observe differences in color
parameters (Jayasooriya et al., 2007; Stadnik & Dolatowski, 2011). These
differences in results could be attributed to use of polyethylene bags during
the ultrasonication that decrease the extraction of myoglobin and hemoglobin

meat pigments (Pohlman, Dikeman, & Zayas, 1997).
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pH

Loin portions did not have significant differences (p > .05) on pH.
Ultrasonication caused a significant increase in the pH (p < .05) compared to
control in L. lumborum, but no differences (p > .05) were found between
ultrasonication times (Graph 3). Jayasooriya et al. (2007) attributed an
increase in the pH after ultrasonication to cellular disruptions leading to the
release of ions that cause protein structural modifications, hiding acid groups.
Wang et al. (2018)) also reported an increase of pH from 5.51 to 5.60 in
nonaged beef. Nonetheless, they did not find differences in pH when the meat
was ultrasonicated from 40 to 60 min. They attributed the changes in pH to a
possible buried acidic group caused by damage in cell structures and changes
in protein conformation. When HIU (100 and 300 W) is applied directly to beef
myofibrillar proteins for 10, 20, and 30 min, the pH of the protein extract also

increases from the first 10 min of sonication. In the case of myofibrillar proteins,

the pH increment has recently been attributed to a denaturation of proteins and
the production of free radicals that interact with protein side chains, resulting

in a decrease of protein acidic groups (Amiri, Sharifian, & Soltanizadeh, 2018).

In this study, a slight increase in the pH in fresh beef may be desirable since it
would indirectly promote meat tenderization via enzymatic processes.
Cathepsins B and L have an optimum activity at a moderate acidic pH (5.0—
5.6). A strong rise in the pH may also promote desmin, troponin-T, nebulin,

titin, and filamin proteolysis by p-calpain activity. It has been observed a faster
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troponin-T and desmin degradation when HIU was applied to Semitendinosus
beef (Wang et al., 2018). On the other hand, a pH increase can also produce
calpain inhibition promoted by calpastatin (Chereta et al., 2007; Jayasooriya

et al., 2007).

The pH has been reported to be important for normal development of
the transformation from muscle to meat (Lawrie & Ledward, 2006). It has also
been related to other important quality traits during this process. For example,
beef color was found to be highly dependent on pH (Wyrwisz, Péttorak,
Zalewska, Zaremba, & Wierzbicka, 2012). In this study, there were moderate
correlations of pH with L* (r = .573, p = .0006), and of pH with Hue angle (r =
.546, p=.0012). There was also a negative correlation of pH with a* (r = -.372,
p =.036), and absence of a correlation between pH and b* (r = -.198, p = .27).
This is in partial agreement with previous reports (Wyrwisz et al., 2012), a
strong negative correlation of with redness (r = -.742 to -.828, p < .001) and
yellowness (r=-.72t0 .91, p <.001) in different muscles, and a strong positive
correlation with lightness (r = .75 to .83, p <.001), which, as mentioned before,

may not be considered an advantage.

Shear Force

There were no differences in shear force between frontal or caudal
portions of loins. Important differences (p < .05) in meat peak force (hardness)
and positive area (shear energy) were found among sonication times (Graph

4). Longer exposure times to ultrasound treatment reduced the force and

99



B
Aeo ?310
Z55 [t 3 £290
R S % ...... 2270 T { _____
S ] e S__ | el
%45 ..... } %250 -----------------
o ©230
a 40 -
y = -0.2891x + 56.165 2 -
_ 210 y =-0.9851x + 277.44
35 R2=0.9862 n RZ = 0.9056
30 190
0 20 20 0 10 20 30 40
Time (min) Time (min)

Graph 4.- Effect of total sonication time (half per side) on beef Longissimus
lumborum texture (A Warner-Bratzler peak force and B Positive
area).

100



energy needed to cut the fibers in fresh meat, up to 11.74 N and 41 N*s,
respectively, resulting in an improved tenderness and a remarkable quadratic

relation time*tenderness.

The effect of ultrasonic cavitation may cause a reduction of hardness in
the meat, producing an improvement of tenderness. This favorable effect is
reported in a wide variety of meat products, including pork, chicken, jumbo
squid, and beef (Hu et al., 2014; Jayasooriya et al., 2007; Ozuna et al., 2013;
Stadnik & Dolatowski, 2011). This effect is the result of jet streams created in
the liquid medium that cause micro or macroscale structural changes in the
meat fibers, leading to tendering (Alarcén-Rojo et al., 2015). Other studies
show scanning electron microscopy images of sonicated pork meat, where
bubble implosions caused disruption of myofibrils (Ozuna et al., 2013). As well,
ultrasonication-assisted cooking of spiced beef for 120 min, increased gaps
between myofibrils and rupture of myofibrils along with Z-lines (Zou, Zhang,

Kang, & Zhou, 2018).

More recently, when combining ultrasound (20-40 kHz; 150, 300, or
1500 W) with other tenderization methods such as brining, it has been reported
that HIU reduces WB shear forces in Semitendinosus beef, after 30 min of
exposition (Chang, Wang, Tang, & Zhou, 2015; Kang, Gao, Ge, Zhou, &
Zhang, 2017). Ultrasonication time can be reduced to 20 min in order to
observe benefits in tenderness, when sonication (20 kHz; 100 and 300 W) is
combined with application of extrinsic enzymes such as papain (Barekat &

Soltanizadeh, 2017, 2018).
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In other species such as pork and poultry, HIU has also been shown to
reduce shear force. When applied during the brining process, at 54.9 W cm™
intensity for 120 min, ultrasound reduces the shear force for at least 5 N in
Semimembranosus pork (Ojha et al.,, 2016). In chicken breast batter,
ultrasound (40 kHz, 300 W) reduced the hardness by 5.4 N and improved
texture, when applied for at least 40 min (Li, Kang, Zou, Xu, & Zhou, 2015). In
addition, benefits of ultrasonication on tenderness of beef have been reported
when evaluated by panelists; HIU application (40 kHz, 11 W cm™2, for 60 min)
increased the trained-panel perception of softer, juicer, and tender beef

compared to nonsonicated meat (Pefia-Gonzalez et al., 2017).

Microbial Activity

Ultrasonic time effect on mesophiles, psychrophiles, coliforms, and
Escherichia coli are shown in Graph 5. The lowest count of any MOO
evaluated was observed at 10 min of ultrasonication. In some cases, longer
ultrasonic times resulted in an increase of the MOO load (p < .05). Mesophiles
decreased significantly at 10 min of ultrasonication and increased at 20 (p <
.05), with no significant increase at 40 min (p > .05). Ultrasound probably
promoted the growth of mesophilic bacteria when it was applied for 20 min.
The strongest reduction in psychrophilic bacteria load was at 10 and 40 min of
ultrasonication (p < .05), with an increase at 20 min. Which is however, still

lower than in the control condition. E. coli was under the detection level at 0
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and 10 min of ultrasonication and they were detected from 20 min and
increases at 40 min. Coliforms had a significant decrease at 10 min of
ultrasonication (p < .05). Subsequently, coliforms keep growing with
ultrasonication time, but are still lower than in control meat (p < .05). Initial
decrease of microbial counts could be caused by ultrasonication and thermal
change decreasing from 20 to 4 °C leading to a lag phase, where the
microorganisms are adapting to the temperature and ultrasonication. At longer
ultrasonication time, a change in growth phase is observed, probably from lag
to log phase. Increase of bacterial counts after a period of ultrasonication may

be multifactorial.

Sams and Feria (1991) proposed that this is caused by the release of
nutrients from meat subjected to cavitation. Additionally, ultrasound may
increase the rate of transport of oxygen and nutrients into bacterial cells

enhancing their growth (Pitt & Ross, 2003).

It has been reported that the bacteria capsule is an important property
for resistance to ultrasound, as well as size, shape, and their state of growth
(Gao, Lewis, & Hemar, 2016). For Gram-negative bacterium, such as E. coli,
ultrasound worked first on the outer membrane rather than the cytoplasmic
membrane (J. Li et al., 2016), the presence of organic components from meat
around bacterial cells may provide some protection against cavitation. In pork
meat, E. coli was reduced by 2.1-2.5 log from its initial inoculated E. coli load
(104 CFU cm™2) when ultrasound (30-40 kHz) was applied with steam (130
°C) from 0.5 to 2 s, with no significant differences between times (Morild,
Christiansen, Sgrensen, Nonboe, & Aabo, 2011). In chicken, ultrasound (40

kHz, 2.5 W cm~2) applied in distilled water or 1% lactic acid solution (20 °C) for
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3 or 6 min, caused a reduction of some inoculated Gram-negative bacteria,
where the greatest reduction in E. coli was at 6 min in distilled water. That was
attributed to acoustic pressure changes and cavitation, leading to cell
membrane diffusion problems. However, the reduction of the other Gram-
negative bacteria was highest in lactic acid solution (Salmonella enterica ssp.
enterica sv. Anatum, Proteus sp., and Pseudomonas fluorescens) and at a

longer ultrasound exposure time (6 min (Kordowska-Wiater & Stasiak, 2011).

Other proposed explanations for the apparent raise of MOOs number
by HIU in beef are; the type of MOO and structural changes in tissue that
protect bacterial cells. When sonicating beef inoculated with E. coli and
Bacillus cereus, it was observed that number of MOOs was differently affected
at 0, 30, 60, 90, and 120 min of ultrasonication. E. coli was more susceptible
to HIU than B. cereus. But in agreement to this study, it has been observed
that at certain times of ultrasonication (60-90 min), MOOs populations
increased. Authors suggested that an increase of perimysial spaces and other
cellular structures by HIU, may promote the ingress of bacteria to the tissue,
where they are protected from the ultrasound forces (Kang, Jiang, et al., 2017).
Apparently, for food decontamination purposes, research on ultrasound
combined with additional methods, with a special care on sanitation conditions
of equipment, may show improved results compared to ultrasound treatment
in distilled water (Alarcén-Rojo et al., 2015; Kang, Jiang, et al., 2017;
KordowskaWiater & Stasiak, 2011; Morild et al., 2011; Pagan, Mafias, Alvarez,
& Condon, 1999; Turantas, et al., 2015). More recently, an increase of
mesophilic and psychrophilic bacteria but a reduction of coliforms has been

reported, when beef was ultrasonicated (at 16, 28, and 90 W cm2intensities)
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from 20 to 40 min (Carrillo-L6pez, Huerta-Jiménez, GarciaGalicia, & Alarcon-
Rojo, 2019). This reinforces the idea that bacteria species are differently
affected by HIU and other factors may play an important role on meat

decontamination by ultrasonication.
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CONCLUSIONS

HIU caused a notable reduction in meat toughness, and this effect was
stronger with an increase in the time of application. This tenderization effect
may be attributed to cavitation, causing the cellular disruption of meat fibers
resulting in tenderization. The best ultrasound time was 40 min, with a
toughness reduction of 20.7%. However, cell disruption caused by ultrasound
exposure may promote releasing of meat pigments, which may have caused
the observed increase in L* and hue angle. Thus, the best results for color
properties were found in untreated samples. Ultrasound application caused a
significant increase in pH still within the limits considered as normal. Microbial
reduction was highest at 10 min of HIU application where the lowest

microorganism counts were achieved.
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RESUMEN

PRUEBA ULTRASONICA ACOPLADA EN EL AIRE, SOBRE
HAMBURGESAS DE CERDO
POR:
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Presidente: Ph. D. Ivan Adrian Garcia Galicia
Se estudié una técnica ultrasonica de transmision en el aire, para
determinar rapidamente las propiedades de textura y sin contacto en las
hamburguesas de cerdo con diferentes composiciones, tanto a 5 °C como a
20 °C. Se observo una alta correlacion entre la frecuencia de resonancia y la
firmeza a 5 ° C (R = 0.95), concluyendo que esta técnica muestra un alto

potencial para su uso en la industria carnica.
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ABSTRACT

AIRBORNE ULTRASONIC TESTING OF PORK BURGER PATTIES
BY:
SERGIO DIAZ ALMANZA

An airborne ultrasonic technique was tested for the determination of
textural properties rapidly and contactless on pork burger patties under
different compositions both at 5 °C and 20 °C. A high correlation between
resonance frequency and firmness at 5° C was observed (R=0.95),
concluding that this technique shows a high potential for its use on meat
industry.

Keywords. Air-coupled ultrasound, Ground Meat, Characterization,

Firmness, Texture
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INTRODUCTION

Meat industry is demanding non-destructive sensors in order to
estimate both the composition and the textural properties of raw meat and
processed-products (Villamiel et al., 2017). Airborne ultrasound emerges as
a potential alternative for testing, due to its non-destructive and non-invasive
nature and its easy on-line automation. Therefore, the feasibility of air-
coupled ultrasonic technology to assess the percentage of fatty tissues and
the textural properties of burger-shaped ground pork meat was addressed

in this study (Benedito et al., 2001).

METHODOLOGY

Sample Preparation

Samples were prepared using lean pork tissue mixed with pork lard
covering compositions of 0, 20, 40, 60 and 80% of added fat tissue. Each
batch was first ground by hand in order to homogenize the mix and after that
was placed in a household tool consisting of two parallel stainless steel
plates, whose separation could be adjusted by acting over a screw. In this
case, patties with thickness of 15 + 1 mm were obtained, wrapped with low-
density polyethylene. Afterwards, the air from the samples were removed
using a vacuum chamber and they were again placed in the household tool
for re-shaping. Finally, the burgers were kept at 5 °C during 48 hours until
ultrasonic measurements. A total of 3 sets containing 5 burgers (0O, 20, 40,

60 and 80% of added fatty) were made.
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Proximate Analysis

Actual fat content was determined by solvent extraction and moisture

oven drying for each burger and is shown in Table 8.

Non-contact Ultrasonic Method

Burger samples were located in a holder aligned with a central hole of
about 3 cm between two pair of ultrasonic transducers optimized for its use
in air (Alvarez-Arenas, 2013) (US-BioMat lab; ITEFI-CSIC, Madrid) at a
distance of 5 cm from each other. All measurements were performed in
through transmission configuration. We used 400 V and semi-cycle of
square wave tuned to 250 kHz (according to the central frequency of the
transducers) to excite the transmitter (5077PR, Olympus, Houston, TX,
USA). The signal was amplified and digitized at 10 MS/s and averaged over
128 samples in a digital oscilloscope (MDO3024, Tektronix, WA, USA).
Finally, we transferred and stored all the measurements in a PC using
Python (pyvisa, numpy and matplotlib packages). We applied the fast
Fourier transform to the signals acquired and then we analyzed the
magnitude and phase spectra. In parallel, we acquired one measurement

before placing each burger in the holder as reference.

The spectra were corrected by subtracting their corresponding
reference in each case. In the first place, we obtained the time of flight of the
ultrasonic signal through the burger (Alvarez-Arenas et al., 2009). In order to
do so, we calculated the cross-correlation between the measured ultrasonic
signal received before placing the sample in the holder and the measured

signal when the sample is conveniently located. Then, we applied the Hilbert
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Table 8: Results of proximal analysis

Added Fat (wt. %) Fat (wt. %) Moisture (wt. %)
0 15.495 64.0172
20 23.723 48.0448
40 45.310 37.8086
60 68.756 29.4613
80 82.616 14.8210
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transform to compute the envelope of the correlation. We got the time of

flight (d), from the location of its maximum.

Secondly, as thickness resonances were observed in all burgers
spectra, we assumed that the distance between two adjacent maxima (v/2t)
corresponds to the basic frequency, f1 (n=1) (Graph 6). Finally, according to
equations (16) and (17) we obtained the ultrasonic velocity and thickness of

the samples in each point measured as follows:

V= (16)

Where v is the ultrasonic velocity as the wave propagates through the
sample, tis the thickness, Vair is the ultrasonic velocity through the air and d

is the time of flight calculated as previously mentioned.

nv

fi=Zm=1 (17)

Where f1 is the fundamental frequency of resonance of the sample.
We took 13 ultrasonic measurements in different points of each burger at 5
°C. Afterwards, when the burgers reached 20 °C, we repeated the process.

Finally, we performed the analysis explained above.

Textural Analysis

The texture analysis applied in this study was stress-relaxation test as
defined by Landahl et al. (2009). The analysis was carried out with a
texturometer (TA.XT2i, Stable Micro Systems, Surrey, UK) set with a 6 mm
diameter of cylindrical probe (SMS P/6, ANAME, Madrid, Spain). We

performed the measurements with a compression velocity of 1 mm/s, 25%
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Graph 6: Magnitude of the transmission coefficient of 5 different added fatty
tissue: blue, 0%; yellow, 20%; green, 40%; red, 60%; purple, 80%.
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ofdeformation and relaxation time of 90 seconds. All tests took place inside
of a refrigerated storage at 4°C. We halved the burgers and performed 5 tests
in different points at 5 °C in one half, and 5 tests in different points in the other

half at 20 °C.
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RESULTS AND DISCUSSION

Firstly, the appearance of thickness resonances in pork burger patties

is remarkable. Due to this fact, we determined the height of the burger at
each point measured with the ultrasonic technique without direct contact with
the sample. In other words, the air-coupled ultrasonic technique enables an
accurate determination of the ultrasonic velocity contactless, not requiring a
priori information about the sample.
Magnitude presents a nonlinear relationship with fatty tissue (Graph 7b). Itis
worth highlighted that higher differences regarding temperature were
observed at 0% and 100% of added fatty tissue, showing opposite behavior:
while in 0% higher magnitude was observed at 20 °C reaching -57.7 dB, in
80% higher magnitude was obtained at 5 °C reaching -57.3 dB . Ultrasonic
velocity shows higher values at 20 °C than 5 °C until it reaches values of fatty
tissue close to 68%, when this tendency changes (Graph 7a). Greater
velocities differences between temperatures appeared at 80% of added fatty
tissue: 60 m/s. The higher velocity obtained was in 80% of added fatty tissue
at 5 °C, while the lower values were obtained in 20% of added fatty tissue at
5°C.

In the case of textural parameters, maximum compression force varies
significantly (p<0.05) with fatty tissue: increases at 5 °C and decreases at
20 °C with values ranging from [4.09 — 6.68] N at 5°C to [1.77 — 3.32] N at
20 °C (Graph 8a). A similar tendency was observed for the relaxation force
at 90 s however, the differences between different burger compositions

were lower: [2.64 —1.20] N at 5 °C and [0.79 — 1.06] N at 20 °C (Graph 8b).
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resonance peak that appears in the frequency range measured.
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According to the results, ultrasonic waves showed to be more affected by
the inhomogeneities of the handmade patties, as well as a high sensitivity
regarding the phases of the two components of the patties: lean and lard. At
lower percentages of added fat and 20 °C, lean remains in solid state while fat
is turning into liquid, filling the voids created by the lean during the mixing

process.

This fact could explain the higher velocity obtained comparing to 5 °C while
both phases are solid. From 60% of added fat, the trends of the ultrasonic
parameters at different temperatures are reversed. This behavior could be
caused by a dominance of the fat composition in the patties: while in the case
of 20 °C, the contribution of the semi-liquid state of the fat seemed saturated,
at 5 °C s in solid state with a higher bulk modulus than lean, resulting in a higher
velocity.

Finally, the better correlations between textural and ultrasonic velocities
were found at 5 °C. In the case of distance between adjacent maxima and
maximum compression force, the correlation excels in performance (R=0.95),
while velocity and maximum compression shows more variation (R=0.70)

(Graph 9a,b).
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Graph 9: Correlation between ultrasonic and textural parameters over fatty
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values at 0%, 20%, 40%, 60% and 80% of added fatty tissue. Solid
lines, represent the linear regression: in blue, at 5 °C; in red, at 20
°C. a) Ultrasonic velocity (m/s) versus maximum compression force
(N); b) Distance between adjacent maxima (kHz) versus Maximum
compression force (N).
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CONCLUSION

Air-coupled ultrasonic technology presents a high potential to be applied
in non-destructive testing of meat products. In particular, resonance frequency
determination using this contactless and rapid ultrasonic technique is able to
predict firmness of the pork burger patties at temperatures properly used in meat

industry.
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El ultrasonido de baja intensidad (UBI) es una herramienta ampliamente
utilizada en la ciencia de los alimentos, principalmente como un sistema para
evaluacion. Sin embargo, multiples condiciones durante su uso pueden afectar la
precision de las mediciones. La naturaleza y la deformacion pueden modificar los
resultados de los valores de la velocidad de fase acustica (VFA). No hay
informacion precisa de como la deformacion de la muestra puede afectar las
mediciones. El objetivo de esta investigacién fue determinar el efecto de la
deformacion de la muestra (%), el musculo (Longissimus thoracis, LT;
Longissimus lumborum, LL y Psoas major, PM) y la aplicacion de ultrasonido de
alta intensidad (UAI, 0 o 90 W/cm?) sobre las mediciones de la velocidad de fase
acustica (c) [m/s]. Los factores principales afectaron significativamente (P<0.05)

a UBI-VFA sin efectos de interaccion. La VFA esta relacionada con la textura, los
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musculos considerados suaves resultaron en una velocidad de fase menor. Sin
embargo, se observa una mejor relacion con la impedancia acustica
caracteristica (Z) y el esfuerzo. Adicionalmente, el pretratamiento de UAI resulté
en una disminucién de UBI-VFA de =41.6 m/s. Por ultimo, la deformacién de la
muestra afect6 las mediciones de UBI con una tendencia inversa, en donde los
valores menores de UBI-VFA se encontraron a una deformacién del 40% con una
disminucién de un 10% en VFA =149m/s. Las condiciones de contacto de UBI
deben ser estandarizadas en un nivel en donde se desplace el aire en el acople

muestra-sensor ultrasénico, sin causar un dafno irreversible a la muestra carnica.
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ABSTRACT
ANALYSIS OF THE SIMULTANEOUS MEASUREMENT OF ACOUSTIC
PHASE VELOCITY AND STRESS-STRAIN RELATIONSHIP IN BEEF: AN
APPROACH TO YOUNG'S MODULE
BY:
M.C. SERGIO DIAZ ALMANZA

Low intensity ultrasound (LIU) is a widely technology use in food science,
mainly as a tool for evaluation. However, multiple conditions during its use may
affect the accuracy of the lectures. Nature and deformation of samples may
modify results of ultrasonic phase velocity values. There is no precise information
of how sample deformation could affect lectures. The aim of this research was to
determine the effect of sample deformation (%), muscle (Longissimus thoracis,
LT; Longissimus lumborum, LL and Psoas major, PM) and high intensity
ultrasound (HIU, 0 or 90 W/cm?) application on LIU phase velocity (c) measures.
Main factors significantly (P<0.05) affected LIU phase velocity without interaction
effect. Ultrasonic phase velocity is related to meat texture, muscles considered as
tender resulted in lower phase velocity. However, a better relation was observed
with acoustic characteristic impedance (Z) and stress. Additionally, HIU
pretreatment resulted in LIU phase velocity decrease of ~41.6m/s. Finally, sample
deformation affected LIU measures with an inverse trend, the lowest LIU phase
velocity values were found at 40% sample deformation with a 10% c decrease
(~149m/s). LIU contact conditions should be standardized in a level where air in
the sample-probe coupling can be displaced, without causing irreversible damage

to meat sample.
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INTRODUCTION

El UBI consiste en la monitorizacion de la propagacion de una onda
ultrasénica a través de un medio para la obtencion de parametros como:
velocidad de fase ultrasonica (c) [m/s], coeficiente de atenuacion (a) [dB/mm] e
impedancia acustica caracteristica (Z) [MRayls]. UBI es una herramienta no
destructiva con intensidades menores a 1 W/cm? y frecuencias mayores a 1 MHz,
UBI puede ser automatizado y permite mediciones en tiempo real (Morse y
Ingard, 1968; Duck, 1990; Nayfeh, 1995; Kinsler et al., 2000; Ensminger y Bond,

2012; Rossing, 2014).

UBI ha sido utilizado para la evaluacion de una amplia variedad de
alimentos como: manzana, masa para pasteles y fideos, miel, carne y productos
carnicos como jamoén, sobrassada y carne molida (McClements y Sundaram,
1997; Benedito et al., 2001; Llull et al., 2002a; Gomez et al., 2008; Cereser
Camara y Laux, 2010; Telis-Romero et al., 2011; Fulladosa et al., 2015; Khairi et
al., 2015; Vasighi-Shojae et al., 2018; Kerhervé et al., 2019). Las investigaciones
de UBI en carne y productos carnicos son generalmente enfocadas en la
prediccién de textura y de composicion (Benedito et al., 2001; Llull et al., 2002a,
2002b; Corona et al., 2013a; Akdag et al., 2015; Nowak et al., 2016; Kvam y
Kongsro, 2017; Ludwiczak et al., 2017). Sin embargo, las condiciones de acople
del UBI incluyendo el estrés y la deformacion pueden afectar las mediciones. Se
ha reportado una relacién proporcional de la velocidad de fase ultrasénica con la
raiz cuadrada de la dureza, describiendo la textura satisfactoriamente (Llull et al.,

2002a; Corona et al., 2013a).
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Las investigaciones de UAI aplicado en carne son enfocadas
generalmente a la descontaminacion o al ablandamiento (Barekat y Soltanizadeh,
2017; Kang et al.,, 2017; Diaz-Almanza et al., 2019), en donde la cavitacion
acustica puede liberar energia al medio por ondas de choque, dafiando el
material expuesto (van Wijngaarden, 2016). La implosion de las burbujas de
cavitacion acustica también genera altos cambios de presion y temperatura
formando microchorros que al impactar cerca de la superficie del material causan
dafio a micro o macro escala (Suslick, 1990; Flint y Suslick, 1991; Leighton, 1994;

McNamara et al., 1999; Suslick y Flannigan, 2008).

Las propiedades ultrasonicas incluyen atenuacion, impedancia acustica
caracteristicas y velocidad de fase acuUstica y tienen uso potencial para la
caracterizacion de alimentos. La velocidad de fase ultrasonica es la mas utilizada
ya que las otras propiedades acusticas no dan informacion relevante o su
desarrollo es muy complicado, causando alta variabilidad en los valores (Khairi

et al., 2015; Garcia-Pérez et al., 2017).

Las propiedades acusticas pueden ser afectadas por algunas condiciones
de medicion como frecuencia, temperatura y composicion (Koch et al., 2011a,
2011b; Nowak et al., 2016; Kerhervé et al., 2019). En muestras carnicas el
incremento en la temperatura de la grasa causa una disminucion de la velocidad
de fase ultrasénica en aproximadamente 5.6 m/s °C. Mientras que en carne
magra, cuyo principal comportamiento es influenciado por el contenido de agua,
un incremento de la temperatura causa un aumento de la velocidad de fase

ultrasénica en aproximadamente 2.3 m/s °C (Benedito et al.,, 2001).
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Considerando la dependencia a la temperatura de la velocidad de fase
ultrasdnica, es importante fijar una temperatura para todas las muestras para

evitar variacion y errores de medicion.

Al igual que la temperatura, la interaccion fisica del esfuerzo de la muestra
y el sensor ultrasonico puede afectar la medicion de los parametros acusticos.
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es determinar el efecto de la
deformacion por el sensor ultrasonico, el pretratamiento de UAI y la naturaleza
de las muestras carnicas sobre VFA. Hasta ahora no se ha encontrado literatura

publicada de esta metodologia.
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ANTECEDENTES

El ultrasonido puede ser dividido en UBI y UAI y son usados para
caracterizacion y modificacion, respectivamente. El primer uso del ultrasonido en
la ciencia de la carne fue para caracterizacion de propiedades ultrasénicas.
Después, fue utilizado en ganado in vivo para estimacion de grosor de grasa
subcutanea utilizando imagen por UBI. Han surgido distintos propositos del UBI
desde entonces. El Cuadro 9 resume las investigaciones enfocadas en UBI en
ciencia de la carne. En la mayoria de la literatura publicada no se especifica el

estrés aplicado ni la deformacion de la muestra.
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Cuadro 9.- Ultrasonido de baja intensidad en investigaciones de muestras

carnicas, usando velocidad de fase ultrasénica (c), coeficiente de

atenuacién (a), impedancia acustica caracteristica (Z) o analisis de

imagen (Al)
Muestra Condiciones  Medicion Enfoque de la investigacion Referencia
Musculos de Transmision c,Z Valores de c entre 1575y (Ludwig, 1950)
Bovino 1585 m/s sin diferencia
significativa con la direccion de
la fibra y un valor de Z de
1.68-1.69 x10"5 g/cm?3s
Bovino in vivo Reflexion Al Estimacion de grosor de grasa  (Temple et al.,
subcutanea 1956)
Bovino y porcino Reflexion Al Estimacion de grosor de grasa  (Stouffer et al.,
in vivo y del &rea del ojo de la costilla 1961)
Bovino in vivo Reflexion Al Estimacion de area muscular y (Bech
grasa subcutanea Andersen,
1975)
Mezclas Transmision c Estimacion de composicién y (Benedito et
carnicas de dependencia de temperatura al., 2001)
cerdo
Sobrassada Transmision c Relacion de ¢ con la raiz (LIull et al.,
cuadrada de la dureza 2002b)
Pechuga de Transmision c, a Deteccion de objetos extrafios (Choy
pollo Irudayaraj,
2003)
Bovino M. Transmision y c, a Monitoreo de cambios (Ayadi et al.,
Biceps femoris reflexién mecéanicos durante el rigor 2007)
mortis y maduracion
Pechuga de Reflexion c,Za Deteccion de fragmentos de (Correia et al.,
pollo hueso 2008)
Porcino Reflexion c,a Estimacion de grasa (Koch et al.,
intramuscular por a 2011b)
Porcino Transmision c Variacion de ¢ por método de (Nowak y
determinacion de c Markowski,
2013)
Jamon curado Reflexidn, c, Resultados similares por (Corona et al.,
seco y chorizo SAM, pérdidas contacto y sin contacto. 2013b)
contacto y sin por Identificacion de distribucion
contacto insercion de tejido magro y graso por
SAM
Jamon ibérico Transmision c Estimacion de cambios de (Corona et al.,
textura producidos por 2013a)
almacenamiento en frio y
tratamiento de altas presiones
Bovino in vivo Reflexion c Estimacion de composicion (Pefa et al.,
2014)
Ovino in vivo Reflexion Al Estimacion de composicion de  (Akdag et al.,
canal 2015)
Porcino Transmision c Estimacion de contenido de (De Prados et
sal posterior al marinado, al., 2015a)

aumento de ¢ al aumentar
ganancia de sal
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Jamoén

Jamoén curado
seco
Productos
carnicos de
porcino
Ovino in vivo

Productos
carnicos de
porcino

Productos
carnicos de
porcino
Porcino in vivo

Caprino in vivo

Porcino

Transmision

Transmision

Transmision,
Reflexiéon

Reflexion

Transmision

Transmision

Reflexion

Reflexion

Reflexion

Al

c,”Z

Al

Al

Al

Estimacion de contenido de
grasa, incremento de c al
aumentar contenido de grasa
a2°C
Clasificacion de jamén en tres
categorias de sal y de grasa
Estimacion de contenido de
sal, la sal incrementa los
valores de ¢
Estimacion de composicion de
la canal
medicién en linea durante el
salado, estimacién de
contenido de sal, incremento
de c al aumentar contenido de
sal
Estimacion mejorada de
composicion proximal por el
método velocidad-densidad
Prediccién de grasa
intramuscular por red neuronal
convolucional profunda
Estimacion de canal

Estimacion de marmoleo

(De Prados et
al., 2015b)

(Fulladosa et
al., 2015)
(Garcia-Pérez
et al., 2015)

(Grill et al.,
2015)
(De Prados et
al., 2016)

(Nowak et al.,
2016)

(Kvamy
Kongsro,
2017)
(Lazar et al.,
2017)
(Ludwiczak et
al., 2017)

SAM= Microscopia de escaneo acustico
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MATERIALES Y METODOS

Materia Primay Preparacion de la Muestra

Los analisis se realizaron en tres diferentes musculos de bovino
(Longissimus lumborum, Longissimus thoracis y Psoas major) 24 horas
postmortem. Estos musculos son parte de los cortes con mayor valor en la
industria. Adicionalmente, Psoas major es el musculo de mayor terneza (Figura
9). Todos los musculos fueron adquiridos del expendio universitario. Los
musculos provenian de novillos Hereford x Angus de dos afios, los cuales
pastaban hierba nativa hasta los 18 meses, fueron suplementados por 2 meses
y finalizaron en interiores los Ultimos cuatro meses. Los animales fueron
sacrificados bajo las regulaciones de la Inspecciéon Federal Nacional en un
matadero federal. 24 horas postmortem las canales fueron transportadas al
complejo de carne universitario. Fueron obtenidos cuatro filetes de 25 mm de
grosor de cada musculo, de forma perpendicular a la orientacién de las fibras
musculares. Fueron cortadas muestras de 30 x 30 x 25 mm utilizando un cuchillo
filoso (4 muestras por filete). El disefio experimental consiste en ocho
tratamientos por masculo. Las muestras fueron asignadas aleatoriamente a las
intensidades de UAI antes de las mediciones por UBI. El pretratamiento por UAI
(Frecuencia = 37 kHz, Intensidad = 90 W/cm?) consiste en la inmersién de la
muestra sin empaque en el bafio ultrasénico (EImasonic S 60 H, Alemania) con
1 L de agua destilada por 40 min y volteado a la mitad del tiempo para asegurar

gue ambos lados tengan una exposicién uniforme a las ondas ultrasénicas.
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Figura 9. Muasculos de bovino (Psoas major, PM; Longissimus lumborum, LL y

Longissimus thoracis, LT) usados en esta investigacion de los cortes

comerciales T-bone y rib eye.
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La temperatura al interior del bafio ultrasénico fue controlado a 4 °C con un

refrigerante de inmersion (Julabo FT 200, Alemania).

Arreglo Experimental

El arreglo experimental se muestra en la figura 10. El arreglo consiste en
el generador de pulsos (Gampt GS 200, Alemania) conectado a un osciloscopio
(Tektronix TBS 1102B-EDU, China) y el osciloscopio a una computadora para la
recoleccion y andlisis de datos. Un sensor ultrasonico fue acoplado al brazo de
un texturémetro (TA XT Plus, Reino Unido) y el texturometro fue conectado a la
computadora permitiendo el registro simultaneo del grosor de la muestra,
porcentaje de compresion, esfuerzo de compresion y la sefial ultrasénica. El

texturdmetro fue calibrado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Anélisis de Esfuerzo

Las muestras céarnicas se colocaron en el texturometro y fueron
comprimidas con el sensor ultrasénico a 10, 20, 30 y 40% de deformacion uniaxial
(Figura 11). El esfuerzo de compresion fue registrado como la fuerza necesaria
para alcanzar la deformacion objetivo de la muestra, el esfuerzo fue calculado

mediante la division de fuerza sobre el area.

Velocidad de Fase AcUstica

La adquisicion de la sefal de UBI modo A consiste en un ecoscopio
ultrasonico (Gampt GS 200, Alemania) con una sefial de emision ultrasonica de

pulso cuadrado usado como generador de pulsos y conectado a un osciloscopio
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Figura 10. Arreglo experimental para la medicion de muestras carnicas.
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Figura 11. Compresion de la muestra con el sensor ultrasénico acoplado al

texturébmetro.
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(Tektronix TBS 1102B-EDU, China) con conexiones BNC. El osciloscopio fue
conectado a la computadora por USB- La operacion de medicion se condujo por
técnica de reflexion, con un sensor ultrasonico de 2 MHz (27 mm de diametro,
Gampt, Alemania). Se adquirio la sefal ultrasénica modo A. El retraso del tiempo
fue considerado antes del calculo de VFA. La VFA fue calculada por la division
de dos veces el grosor de la muestra sobre el tiempo de vuelo. Todas las
mediciones fueron realizadas a temperatura constante de 21 °C. Adicionalmente,
la impedancia acustica caracteristica (Z) [Rayls] fue calculada mediante la

multiplicacion de la VFA y la muestra.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por un arreglo al azar con arreglo factorial 2
X 4 x 3 (2 intensidades de UAI, 4 deformaciones y 3 musculos). Los efectos
principales y las interacciones de las mediciones ultrasénicas fueron analizados
mediante el modelo linear general (Ecuacién 18) (Stroup et al.,, 2018). Se
realizaron pruebas de Tukey para evaluar diferencias significativas entre

muestras (a=0.05) (SAS 9, 2002).
Yiiki = Mijia + My + Uj + D + MDyy, + ey (18)

Donde:

Yik.ES la respuesta

Hik.Es el efecto de la media

M. Es el efecto del i-€simo musculo

U;. Es el efecto del j-ésimo tratamiento de UAI

Dk Es el efecto de la k-ésima deformacion
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MDik. Es el efecto de la interacciéon musculo-deformacion

eik. Es el error
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ambas variables de respuesta presentadas en esta investigacion estan
fuertemente relacionadas a las propiedades mecanicas de la muestra. El
esfuerzo da una idea de la textura de la muestra, mientras que la textura depende
de las propiedades mecanicas de la muestra, asi como la relacion esfuerzo-
deformacion. Las propiedades elasticas de la carne dependen de su
composicién, propiedades a micro escala como enlaces moleculares asi como
de la estructura a macro escala (Ophir et al., 2002; Bourne, 2003). Tomando esto
en cuenta, el esfuerzo podria ayudar a una mejor comprension de las variables
independientes sobre c. Por esta razén, la siguiente seccion esta organizada
describiendo primeramente el esfuerzo de compresién y después la velocidad de

fase ultrasonica para una mejor lectura y comprension.

Esfuerzo de la Muestra

El masculo y la deformacion de la muestra tuvieron un efecto significativo
(P<0.05) en el esfuerzo. La preaplicacion de UAI no tuvo un efecto significativo
(P>0.05) sobre el esfuerzo. La Gréafica 10 muestra el comportamiento del
esfuerzo para cada musculo y porcentaje de deformacién. Se observa una
tendencia similar entre masculos. Es necesario mayor esfuerzo para lograr una
mayor deformacion. Sin embargo, las pequefas diferencias en las lineas de
tendencia entre musculos se pueden atribuir a las propiedades elasticas
caracteristicas de cada musculo. Las propiedades de textura varian entre

musculos, un factor importante que afecta la textura es el tipo y la cantidad de
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10. Esfuerzo requerido (xE.E.) para deformar (en porcentaje) distintos
musculos (Longissimus thoracis, LT; Longissimus lumborum, LL; y Psoas

major, PM). Distintas letras indican diferencias significativas (P<0.05).
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colageno presente en el musculo (i.e. mayor contenido de colageno, mayor
dureza de la carne dentro de la misma canal). El médulo elastico del colageno
varia desde 0.5 a 1 GPa, contribuyendo a la rigidez, ya que la composicion de la
carne puede tener colageno presente desde 1.5 hasta 10% en peso seco (Lepetit,
2008). PM es considerado el musculo de mayor terneza de la canal, mientras que
LL es considerado musculo de textura media y LT de mayor dureza que LL pero
aun considerado de textura media (Sullivan y Calkins, 2011). En este sentido se
puede esperar que PM necesite menor esfuerzo para alcanzar una determinada
deformacion. Por el contrario, la mayor diferencia de esfuerzo se observa al 40%
de deformacion, en donde LT present6 el mayor esfuerzo, seguido de LL y PM
presentd el menor valor. La rigidez de cada musculo causé la diferencia de

esfuerzo llevando a la interaccion de musculo y deformacion.

Velocidad de Fase Acustica

La VFA fue afectada significativamente (P<0.05) por los factores
principales (deformacién, muasculo y pretratamiento de UAI). No se detectd
interaccion (P>0.05). El efecto de la deformacion de la muestra sobre VFA se
muestra en la Gréfica 11. El incremento de la deformacion de la muestra causo
un aumento del esfuerzo y una reducciéon de la VFA. La reduccién de la VFA
puede ser atribuida al incremento del esfuerzo por el sensor ultrasoénico,
causando una compactaciéon que puede ser lo suficientemente alta para la
modificacion de la muestra, excediendo el limite elastico y causando cambios

irreversibles en la estructura de la carne.
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Grafica 11. Efecto de la deformacién sobre la velocidad de fase acustica de

muestras de carne (x E.E.). Letras diferentes indican diferencias

significativas (P<0.05).
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El efecto de los musculos sobre la VFA se muestra en la Grafica 12. La
diferencia entre musculos afectd significativamente (P<0.05) la VFA. Se ha
reportado un incremento proporcional de la VFA con la raiz cuadrada de la dureza
de productos carnicos. Llull et al. (2002a) encontré un incremento de 15.23 m/s
cada 1 N°%° de incremento de dureza en sobrassada. Corona et al. (2013)
encontré un incremento de 164 m/sy 178 m/s cada 1 N°° de incremento en fuerza
maxima de penetracion para jamon ibérico curado seco de Punta y Babilla,
respectivamente. La Gréafica 12 muestra que la VFA esta altamente relacionada
con las propiedades de textura de la carne, en donde se observa un incremento
de 0.77 m/s cada Pa de esfuerzo, correspondiente a 336.6 m/s cada N de fuerza
de compresion. Esta relaciéon de VFA con la textura puede ser utilizada para la
estimacion de textura en carne. Considerando las propiedades de rigidez de cada
musculo, era de esperarse que LT tuviera los mayores valores de VFA, seguido
de LL y finalmente PM. Las propiedades de textura de la carne asi como la VFA
dependen de su composicién, resultando en valores mayores de VFA en carne
de mayor dureza (Corona et al., 2013a).

La Grafica 13 muestra una relacion linear de la Z y el esfuerzo, con un
coeficiente de determinaciéon de 0.99, con valores de Z mayores cuando fue
necesario mayor esfuerzo para deformar la muestra. El esfuerzo de compresion
da informacion de resistencia mecéanica para la deformacion de la carne, mientras
gue Z da informacion de la resistencia de la carne a la propagacion de las ondas
acusticas (Duck, 1990; Kinsler et al., 2000; Ensminger y Bond, 2012; Rossing,
2014; Khairi et al., 2015). Z podria ser utilizado para una mejor estimacion de

textura comparado con la VFA
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Grafica 13. La impedancia acustica caracteristica (+ E.E.) es afectada por

distintos musculos (Longissimus thoracis (LT), Longissimus lumborum

(LL) y Psoas major (PM)) y se correlaciona con el esfuerzo. Letras

distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
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El pretratamiento de UAI afectd significativamente (P<0.05) la VFA
(Grafica 14). La VFA esta fuertemente relacionada con las propiedades de
textura. No se observd una reduccion significativa (P>0.05) en el esfuerzo de
compresion con el pretratamiento de UAI. Sin embargo, la reduccion de la VFA
puede ser atribuida a alteraciones estructurales en la carne por la cavitacion
acustica, con una alteracion de las propiedades mecanicas (Chang et al., 2015;
Carrillo-Lopez et al., 2017; Kang et al., 2017; Diaz-Almanza et al., 2019). Una
reduccion del mddulo elastico, puede ser promovido por la disrupcion de
proteinas miofibrilares y la fragmentacion de macromoléculas de colageno por
cavitacion acustica (Carrillo-Lopez et al., 2017), el UAI también puede causar
protedlisis de desmina y troponina-T, oxidacion de miosina y polimerizacion lo
gue promueve el ablandamiento y la retencion de agua (Kang et al., 2017). Estos
efectos pueden reducir la VFA, ya que se ha reportado una influencia de las
propiedades mecanicas de los productos céarnicos y el contenido de agua en la

VFA, disminuyendo la VFA al aumentar el contenido de agua (Llull et al., 2002a).

Dependiendo de las condiciones de tratamiento como tiempo e intensidad
de UAI es el grado de efecto de la muestra ultrasonicada. Distintas metodologias
se han utilizado para observar el efecto del UAI en carne incluyendo microscopia.
La Grafica 14 muestra que el UAI afecta las propiedades ultrasénicas de la
muestra de carne y se puede deducir que se logra una modificacién interna. El
UBI es una herramienta que puede ayudar a estimar el dafio por UAI en muestras
de carne. Sin embargo, son necesarias investigaciones futuras para evaluar el

potencial de UBI para detectar el efecto de UAI en la carne.
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CONCLUSION

El UBI es una herramienta alternativa capaz de detectar caracteristicas de
alimentos. Sin embargo, es tan sensible que pequefas diferencias en las
condiciones de los analisis puede generar variacion en las mediciones. Fue
necesario mayor esfuerzo de compresion para lograr mayores deformaciones de
la muestra, el incremento fue mayor en muestras de mayor dureza (LT > LL >
PM). Las mediciones de UBI fueron afectadas por el tipo de musculo, la VFA esta
proporcionalmente relacionada con las propiedades de textura resultando en
mayor VFA en carne de mayor dureza. Sin embargo, la impedancia acustica
caracteristica describe de mejor manera la relacién acustica con textura. El
pretratamiento de UAI causé una disminucion de la VFA a comparacion con las
muestras sin tratamiento de UAI, promovido por los efectos fisicos de la
cavitacion acustica. La medicion por UBI fue afectada por las condiciones de
deformacion en el acople. Un aumento en la deformacién causé una tendencia
decreciente en la VFA, esta disminucion puede ser consecuencia de cambios

estructurales irreversibles en la muestra.
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