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1. Antecedentes

Existen trabajos que mencionan la utilizacion de los ultrasonidos para la deteccion de la
degradacion de alimentos envasados (Gestrelius et al., 1991), utilizando una técnica
ultrasénica de medida por efecto doppler, del “streaming” acustico. Con un concepto distinto,
Ahvenainen et al. usaron la ecografia para la deteccion de microorganismos (Ahvenainen et
al, 1989). Este método no es apto para su uso en envases de carton, ya que los sistemas
ecograficos carecen de la sensibilidad adecuada para ello. En una patente del afio 1987, M.
Nagata et al. describen un método ultrasénico para la deteccion de microorganismos en
productos envasados a través de la medida de transmisiéon de propagacion ultrasénica.
Haeggstrom (1997) fue capaz de mejorar la precision del sistema de Nagata, detectando
contaminaciones en leche y sopa en etapas tempranas de crecimiento, aunque se vio obligado
a utilizar envases modificados para poder sumergirlos en agua.

2. Estudio preliminar

Se inicié primeramente un estudio de muestras en envases de cristal de laboratorio con objeto
de determinar la capacidad de detectar una amplia variedad de contaminaciones en leche
mediante un dispositivo de medida de transmisién de sefiales ultrasonicas. Los envases de
cristal favorecieron la posibilidad de realizar el control térmico a través de un bafio liquido.

Las muestras de leche eran inoculadas y envasadas en botellas de vidrio de 250 ml. Las
botellas con las muestras se almacenaban en una nevera para su conservacion a 4 °C, durante
un tiempo siempre inferior a 5 dias y hasta su uso para la medida. De forma paralela se
inoculaban otras botellas con la misma concentracion de microorganismos para poder
correlacionar las medidas de propagacion ultrasonica con las medidas de crecimiento
bacteriano mediante PCA.

El dispositivo experimental aparece esquematizado en la figura 1. En €l podemos apreciar un
sistema emisor, un sistema receptor y el bafio donde las muestras de leche se mantienen a la
temperatura constante de 35 °C. El sistema emisor consta de un transductor piezoeléctrico
alimentado eléctricamente por un generador de funciones Agilent 33120 que proporciona a
dicho transductor trenes de onda de 10 V pico a pico. El sistema receptor esta formado por un
transductor piezoeléctrico que envia la sefial a un osciloscopio Tektronix TDS520. Por ultimo,
las sefiales capturadas se almacenan en un ordenador a través de un software desarrollado para
esta aplicacion. Los transductores (figura 2) estan fabricados en base a un disco piezoeléctrico
PZ 27 (Ferroperm) de 20 mm de didmetro. Se les ha dotado de una contramasa de Araldite —
Ciba&Geigy- v una linea de retardo de metacrilato. Se realizaron estudios con distintas
frecuencias de trabajo entre 1 y 4 MHz. El bafio termostatico dispone de un control de
temperatura con una precision de 0,01 °C. Sin embargo, al no estar disefiado el tanque de agua
para esta aplicacion especifica, pueden aparecer gradientes y fluctuaciones de temperatura del
orden de la décima de grado. Por ello se estimé conveniente realizar la medida con una
referencia de leche estéril que permita eliminar el error experimental que proviene de los
defectos de control de temperatura del bafio.




Para obtener los parametros acusticos relevantes de cara a la deteccion del crecimiento de
microorganismos, se adquirieron las sefiales a través del osciloscopio y se almacenaron en el
ordenador a intervalos de 3 minutos. El estudio de los parametros acusticos se realiza a través
del espectro en frecuencia de la sefial adquirida. El1 mddulo y la fase de la transformada
proporcionan informacion de la amplitud de la sefial y de la velocidad de propagacion,
respectivamente.

Las pruebas llevadas a cabo revelaron claramente la presencia microbiana en la leche. La
figura 3 muestra las curvas de variacion de la velocidad en las cuales se pone de manifiesto la
multiplicaciéon de los microorganismos a través del aumento de la diferencia entre la
velocidad de propagacion desde el comienzo de la incubacion a 35°C. El paso de la zona gris
a la zona amarilla podria marcar un posible criterio para considerar como positiva la deteccion
en un ensayo de crecimiento microbiano. En estas curvas aparecen notables diferencias entre
unos microorganismos y otros, lo cual puede ser indicativo del inéculo y del tipo de
contaminante de la muestra de leche. Se aprecia que la medida ultrasénica de la leche
infectada con Bacillus cereus es la que pone de manifiesto mas precoz y claramente la
presencia bacteriana, mientras que la presencia de Micrococus, con un lentisimo crecimiento,
se advierte pasadas unas 30 horas y con un leve cambio en la velocidad de propagacion. Hay
otros aspectos interesantes, como las distintas fases que se aprecian en la deteccion del
crecimiento del B. subtilis que podrian estar relacionados con distintos procesos metabdlicos.

De esta manera se establecié la potencialidad de la medida ultrasénica como método de
deteccion de posibles contaminaciones microbianas en la leche durante las etapas iniciales de
crecimiento de dichas contaminaciones. Seguin esto, la deteccion tiene lugar antes de que se
produzcan cambios drasticos en las propiedades fisico-quimicas de la leche. Otra importante
caracteristica del procedimiento de deteccion ultrasonica de microorganismos es su relativa
inespecificidad, mostrandose valido para un amplio espectro de contaminaciones, si bien es
cierto que la velocidad de deteccion no es la misma para los distintos microorganismos. Esto
puede proporcionar pistas acerca de la naturaleza del microorganismo principal responsable
de una determinada contaminacién. Sin embargo, para poder realizar una discriminacion entre
microbios seria necesario un estudio estadistico mucho més amplio de las posibles
contaminaciones. El hecho de que en muchos casos, éstas no se deban a un sdélo
microorganismo dificulta atin mas la discriminacion entre ellos. La variacion de los distintos
pardmetros que caracterizan la propagacion ultrasonica en leche contaminada parece depender
de distintas causas como son el tamafio y nimero de microorganismos presentes, el tipo de
metabolismo y las caracteristicas del sustrato lacteo en el que crecen.

2.1. Control térmico en paquetes laminados de carton

Para llevar a cabo las medidas de propagacién ultrasonica a través de envases de carton fue
necesario cambiar el sistema de control térmico que pas6 de un bafio liquido a una estufa. Al
igual que el bafio de agua, esta camara se estabilizaba a 35 °C Esto supuso realizar cambios en
los propios transductores que ahora habian de incorporar unos discos elasticos de silicona de
unos 2 mm de espesor y 40 mm de didmetro, ligeramente convexos, permitiendo una
adecuada transmision de la onda ultrasénica entre estos y el envase. La atenuacion de la onda,
por otro lado, es un factor especialmente importante en envases con capas de papel, ya que
puede dar lugar a la pérdida total de la sefial ultrasénica antes de poder ser recibida. Se
escogié una frecuencia de trabajo de 1 MHz. En la figura 4 se muestra la variacion de
temperatura que experimenta el aire del interior de la camara (rojo) desde que se conecta el




sistema de control de temperatura, partiendo de temperatura ambiente. En negro se presenta el
calentamiento de la leche en el interior del envase, partiendo también de temperatura
ambiente. Se puede apreciar que hay una notable diferencia entre la media hora que tarda la
camara en ponerse a la temperatura de incubacion de 35 °C, y las 13-15 horas que tarda la
leche en alcanzar dicha temperatura. Esto es debido a las buenas prestaciones que como
aislante térmico tienen este tipo de envases. Durante el tiempo que la temperatura va
aumentando, también lo hace la velocidad de propagacion. Para poder distinguir claramente
que las variaciones de velocidad son debidas a la presencia de microorganismos en la leche y
no a un cambio en temperatura es deseable alcanzar la temperatura de incubacion lo antes
posible. Esto nos obligd a buscar otras formas mas eficaces de calentar la leche en el interior
del envase, a través de resistencias en contacto directo con los mismos. De esta forma, el
tiempo de incubacién se vio reducido apreciablemente, segun se aprecia en la figura 5.

2.2. Control de la humedad

A lo largo de numerosos ensayos se pudo comprobar que, a pesar de que la temperatura de la
leche en el interior de los envases llegaba a estabilizarse al cabo de un tiempo, la velocidad de
propagacion de la sefial ultrasnica no alcanzaba la estabilizacion ni tan siquiera después de
2-3 dias de medida. Finalmente se descubrio que, a pesar de las capas plasticas externas del
envase, el carton era capaz de intercambiar humedad con el ambiente, siendo este intercambio
muy lento. Desafortunadamente, pequefios cambios en el contenido de humedad del envase
provocan variaciones en la medida de la amplitud y velocidad de propagacién comparables a
las producidas por la presencia de microorganismos en la leche. Estos cambios lentos
producidos por las variaciones en el contenido de humedad se pueden observar simplemente
afiadiendo o retirando un recipiente con agua del interior de la estufa. De esta forma se midio
el tiempo de vuelo de una onda ultrasonica al atravesar una capa del laminado del envase. El
resultado aparece en la figura 6 donde se aprecian los cambios evidentes en dicho tiempo al
variar las condiciones de humedad, de manera que cuando esta decrece, también lo hace el
tiempo que tarda la sefial en atravesar el material. Estos resultados indican la necesidad de
realizar no s6lo un adecuado control térmico de las muestras de leche, sino también de la
humedad ambiente en el lugar donde se realizan los ensayos de deteccion microbiolégica.

2.3. Esquema del prototipo: descripcion de los elementos

A continuacién se disefié y desarrollé un prototipo con 8 alojamientos para poder analizar
simultdneamente 8 envases. Este prototipo se ha realizado segin las especificaciones
contempladas en la Patente PCT/ES 03/00287 (Elvira et al., 2003). El cuerpo principal del
sistema de medida lo constituye una camara climatizada en temperatura y humedad (Figura 7)
a la cual van sujetos los 8 alojamientos. A dicha camara han de llegar las conexiones
eléctricas pertinentes, tanto para realizar la climatizacion, como para la transmision de sefiales
entre los emisores y receptores de ultrasonidos con los sistemas electronicos de generacién y
deteccion de sefiales, respectivamente. Asimismo, el sistema dispone de una conexién de agua
para llevar a cabo el control de humedad. La climatizacion se controla a través de dispositivos
tipo PID que regulan la temperatura de cada uno de los 8 alojamientos, asi como la
temperatura y la humedad general de la cdmara principal. La electronica de excitacion y
recepcion de ultrasonidos (Figura 8) la componen un generador de sefial Agilent 33120, un
osciloscopio digital Tektronix 220 y un multiplexor de 8 canales de emision y 8 de recepcion
desarrollado en la Universidad de Jaén. Este multiplexor, comandado por el ordenador de
control via RS-232, pone en conexion el generador y el osciloscopio con la pareja emisor-
receptor de ultrasonidos de cada canal sucesivamente. Los transductores ultrasonicos,




desarrollados en el Instituto de Acustica especificamente para este prototipo, se disefiaron
para una frecuencia de trabajo de 800 kHz. Las sefiales capturadas por el osciloscopio se
envian via GPIB a la CPU de control, donde son tratadas e interpretadas para evaluar el
estado de la leche. Todo el proceso de medida viene comandado por la CPU a través de un
software desarrollado en LabView, mediante el cual se mide la propagacion ultrasénica en los
8 canales sucesivamente, se registran los datos de humedad y temperatura y se obtienen y
analizan las sefiales del osciloscopio. Por ultimo, el algoritmo de interpretacién de datos
desarrollado, activa una alarma en el caso de que las medidas indiquen un crecimiento
microbiano en un determinado paquete.

2.4. Resultados experimentales

El desarrollo de las pruebas para evaluar el funcionamiento del dispositivo consistié en la
medida de paquetes de leche recién envasada, estéril, y otros inoculados con distintos
microorganismos. Paralelamente se realizaban recuentos microbianos por PCA del in6culo asi
como de la leche después de haber sido analizada mediante ultrasonidos, comparandose los
resultados del prototipo con dichos recuentos. Se tomaban 8 paquetes de leche de los cuales 6
eran inoculados y 2 se dejaban como estériles. Tras la incubacién se procedia al andlisis
microbioldgico (PCA, Bactometer, Promilite III de Promicol) y fisico-quimico (pH, acidez y
estabilidad al etanol) de las muestras inoculadas.

A partir de un conjunto estadisticamente significativo de curvas estériles (amplitud y tiempo
de vuelo) pertenecientes a paquetes recién salidos de linea se establecio el comportamiento de
la curva de esterilidad de cada envase. Dicha curva alude al trazo que se obtendria en la
medida en el caso de que un determinado paquete fuera estéril. Esta curva es calculada para
cada paquete (ya que las medidas de cada paquete son ligeramente distintas unas de otras)
durante las primeras horas de medida, en particular entre la quinta y séptima horas. Hasta la
quinta hora entendemos que las variaciones obtenidas en las medidas de los pardmetros
ultrasonicos responden a la estabilizacion en temperatura y humedad de los paquetes. En las
figuras 9 y 10 se muestran ejemplos de deteccion de B. cereus y P. vulgaris atendiendo a la
medida de la amplitud de 1a onda y de su tiempo de vuelo respectivamente. Se han encontrado
distintos comportamientos para la amplitud y el tiempo de wvuelo para los distintos
microorganismos inoculados. Esto muestra que la dependencia entre los pardmetros
ultrasonicos y el crecimiento microbiano responde a diferentes efectos que dicho crecimiento
produce en la leche. Podemos estar hablando de aumento en la viscosidad debido a los
productos de desecho del metabolismo, cambio en las propiedades elasticas debidos a
cambios en la estructura de las proteinas, e incluso a mejora del acoplamiento transductor-
paquete en aquellos casos en los que el crecimiento de bacterias produce gas en abundancia,
incrementandose la presion en el interior de los paquetes (los cuales pueden llegar a romperse
si no se extraen a tiempo de la cdmara de medida). Se pudieron asimismo apreciar similitudes
entre especies correspondientes al mismo género.

3. Conclusiones

El aumento de la automatizacion y el control en la industria alimentaria esta llevando a la
incorporacion de numerosos sensores. En muchos casos, se utilizan distintas técnicas de
medida que proporcionan informacién complementaria de los procesos analizados. En este
escenario es esperable la aparicién de nuevos sistemas de ultrasonidos junto con otras técnicas
de andlisis (biosensores, sensores Opticos, infrarrojos,...) en las cadenas de produccion y
control de calidad de alimentos.




En el presente trabajo se han mostrado algunas posibles aplicaciones de la medida de los
parametros de propagacion ultrasdnica al control de procesos de produccion de alimentos. Las
técnicas ultrasonicas son en general muy robustas, pero posiblemente su principal ventaja es
la posibilidad de caracterizar materiales de forma no invasiva. Esto hace posible la deteccion
de contaminaciones en leche envasada sin abrir dicho envase o el seguimiento de un proceso
fermentativo sin introducir un sensor en el interior del reactor, segiin se ha descrito. De esta
manera se evitan posibles contaminaciones, peligro siempre presente en aquellas técnicas de
medida que precisan la extraccién de muestras.

Sin embargo, las medidas ultrasénicas suelen ser medidas indirectas, es decir, medidas en las
que las magnitudes detectadas se relacionan con alguna caracteristica del medio que es la que
realmente nos proporciona la informacion que se busca. Esta caracteristica pone de manifiesto
la carencia en muchos casos de modelos validos y estudios tanto tedricos como
experimentales que permitan relacionar las distintas magnitudes. Por ello es necesario realizar
un intenso trabajo en este sentido que aumente las capacidades de las técnicas ultrasonicas
para obtener informacién de los procesos industriales de elaboracion de alimentos que
pretendan ser inspeccionados mediante ellas.
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Figura 1. Esquema de la técnica experimental de medida

Figura 2. Vista trasera y delantera de 2 transductores para medidas de transmision.
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