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Estimacion de la madurez 6sea en canales de
bovino por fluorescencia diferencial

Estimating bone maturity in beef carcasses through
differential fluorescence

Gaston R. Torrescano Urrutia?, Armida Sanchez Escalante?, Martin Gustavo Vasquez Palmab,
Marco Antonio Valenzuela EscarcegaP Ricardo Paz Pellat®, Dino A. Pardo GuzmanP

RESUMEN

Actualmente, el analisis de clasificacion de calidad de la canal depende en gran medida de la edad del animal; sin embargo, el
patron en México es demasiado impreciso, pues s6lo requiere identificar si éste es menor o mayor a 30 meses. Esta falta de
precision genera la necesidad de sistemas objetivos para medir la madurez fisioldgica. El proposito de esta investigacion fue
estimar de manera precisa el porcentaje de osificacién del cartilago en la 12ava costilla, como un indicador de madurez ésea en
canales de bovino, utilizando un esquema electrénico por visién artificial. En el esquema desarrollado se aprovecha la mayor
fluorescencia que genera el cartilago, en comparacion con la del hueso y la grasa, sobresaliendo claramente la region del cartilago,
desarrollando algoritmos de procesamiento de imagenes para analizar esta region, y estimar de manera precisa el porcentaje de
osificacion, y por tanto la edad fisiolégica de la canal. El sistema de vision artificial desarrollado permitié evaluar la madurez ésea
de una canal en menos de un segundo, y la informacién obtenida fue utilizada para establecer la clasificacion electronica de la
canal en menos de cinco segundos.

PALABRAS CLAVE: Madurez, Osificacién de cartilagos, Bovino, Imagenes fluorescentes.

ABSTRACT

At present, carcass grading is dependent to a great degree on age of the animal. However, in México standards are vague on this
matter, because the only requirement is stating if the animal is younger or older than 30 mo. This vagueness is the source of a
need of developing objective systems for determining physiological maturity. Therefore, the purpose of the present study was
estimating with great accuracy ossification of the cartilage in the 12th rib, as an indicator of bone ossification in bovine carcasses,
by means of an electronic pattern obtained through artificial vision. In the model developed to this end, better use of fluorescence
generated by the cartilage is made, in comparison to both bone and fat, and as a result the cartilage area stands out clearly, and
by developing image processing algorithms for analyzing it, ossification percentage can be estimated with accuracy, and consequently,
carcass physiological age. The artificial vision system developed in the present study allows evaluating bone maturity in a carcass
in less than one second and data obtained is used for establishing carcass electronic grading in less than five seconds.

KEY WORDS: Maturity, Cartilage ossification, Bovines, Fluorescent image.

INTRODUCCION INTRODUCTION

De acuerdo a los criterios de clasificacion de In accordance with carcass grading criteria in both
canales en México y Estados Unidos, es posible México and the USA, it should be possible to
hacer una estimacion de la edad fisiologica del estimate physiological age of animals visually by
animal mediante determinaciones visuales trained staff. In México, beef carcasses are graded
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realizadas por personal técnico designado por las
dependencias gubernamentales. En México, la
clasificacion de la carne de bovino en canal se
rige por la norma NMX-FF-078-SCF1-2002(1), que
tiene como objetivo establecer la calidad para
asignacion de mayor precio a mayor calidad,
considerando diferentes criterios o atributos, siendo
estos: madurez, conformacion, color de la grasa y
de la carne, distribucion de la grasa subcutanea y
perirrenal; y a conveniencia del mercado, se
pueden considerar el marmoleo y la firmeza de la
carne. Bajo este esquema, en México, el grado de
calidad de la canal depende primeramente de la
madurez 0sea, y se clasifica de acuerdo con grados
bésicos de calidad en Suprema, Selecta, Estandar,
Comercial y fuera de clasificacion.

La norma de clasificacion del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por
sus siglas en inglés)(2), asigna al marmoleo un peso
especifico muy importante, y junto con la madurez
Osea definen el grado de calidad de una canal de
bovino(2). Un contenido de grasa intramuscular
abundante en animales menores de 30 meses se
considera un grado de calidad de primera (Prime,
en inglés); y para el resto, esta dependera del grado
de marmoleo (de modesto a nulo) sin considerar
variaciones en el grado de madurez.

Asi, en ambos sistemas de clasificacion la madurez
0sea de la canal es importante. Primero, por su
valor comercial debido al grado de madurez
fisiologica; y segundo, por la importancia de la
seguridad alimentaria, derivado de las
enfermedades asociadas a la edad de los animales,
como es la encefalopatia espongiforme bovina.

Las metodologias disponibles para medir el grado
de madurez de la canal son subjetivas, haciéndolas
imprecisas y lentas, ya que consideran aspectos
como la osificacion en vértebras sacras, lumbares
y toracicas, ademas del color del cuerpo de las
vértebras y costillas(1), generando dificultad para
medirlos en la linea de produccion.

La vision artificial es una técnica relativamente
nueva, muy importante en el sector agroalimentario
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in accordance with rule NMX-FF-078-SCFI-
2002(1), whose object is to set standards that allow
a price:quality relationship, that is to say, higher
price for better quality, taking into account diverse
criteria or attributes, like maturity, conformation,
fat and meat color, subcutaneous and perirenal fat
distribution, and considering market demand, meat
marbling and firmness. Therefore, in México beef
carcass quality is dependent first on bone maturity
and is accordingly graded as Suprema, Selecta,
Standard, Commercial and Out of Grade.

In the US, USDA awards marbling great weight
and together with bone maturity define beef carcass
quality(2). A high content of intramuscular fat in
animals less than 30 mo of age is graded as Prime
quality, and for the remainder, the amount of
marbling (from modest to null) will determine
grade quality not taking into account degree of
maturity.

Therefore, in both grading systems bone maturity
is an important factor, primarily due to its
commercial value due to physiological maturity
and secondly because of food safety issues, due to
diseases associated to age, as the bovine
spongiform encephalopathy.

Available methodologies for measuring carcass
maturity are subjective, therefore slow and
inaccurate, as they take into account sacral, lumbar
and thoracic vertebrae ossification and rib and
vertebrae body color, too(1), being difficult to
measure in the production line. Artificial vision is
a relatively new technique, very important to
perform assessments objectively, hygienically,
quickly and automatically in quality grading and
control in the agrifood industry(3). With this
technique rib-eye area(4), meat and fat color(®),
sarcomere length(6) and marbling(7) can be
assessed with accuracy but with relative success.

Ossification intensity, reflects transformation of
cartilage into bone, therefore, greater ossification
is a sure indicator of greater age, besides greater
red color in cartilage at vertebra apophysis.
Ossification percentage can be determined by
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(procesos de clasificacion y control de calidad),
para realizar una evaluacion objetiva, automatica,
répida e higiénica(®). Asi, mediante esta técnica
puede estimarse con precision, pero con éxito
limitado, el area del ojo de la costilla(4), el color
de la carne y grasa(®), la longitud del sarcomero(6),
y la grasa intramuscular(?).

El grado de osificacion, es el grado en que el
cartilago se va transformando en hueso; asi, a
mayor osificacion mayor edad y mayor grado de
coloracion roja en el cartilago de las puntas de las
apofisis vertebrales. Para determinar el porcentaje
de osificacion con un dispositivo electronico se
requiere de una correcta identificacion del area
del cartilago, por medio del procesamiento de
imégenes. Sin embargo, se presenta un problema
para identificar el cartilago, ya que alrededor de
éste existen regiones con hueso o grasa, cuyo color
puede ser similar, generando una confusion al
equipo de vision artificial para distinguir al
cartilago de otros componentes de sus alrededores.

En estudios realizados por varios grupos de
investigacion sobre las propiedades épticas del
cartilago expuesto a radiacion ultravioleta o
infrarroja, se han obtenido nuevas posibilidades
para identificar de manera precisa el area del
cartilago(4.8-13), A diferencia de la grasa y hueso, el
cartilago exhibe una fuerte fluorescencia cuando éste
es excitado mediante radiacion ultravioleta, con picos
de emision a 380 y 466 nm(13), Este comportamiento
se asocia a la fluorescencia de los diferentes tipos
de colageno del cartilago(10,13-15) 'y mas
especificamente a la emitida por colagenos del tipo
I, 'y V del mdsculo Longissimus dorsi, como
resultado de la foto excitacion a 332 y 380 nm(4);
aunque el espectro de emision de los colagenos
tipo 1 y 11l es similar al del tejido perimisial en el
Longissimus dorsi.

En tanto que el color de la grasa, hueso y cartilago
pueden ser muy similares, los dispositivos de
vision artificial tradicionales enfrentan grandes
dificultades para separar la region del cartilago
del hueso y grasa adyacentes, por lo que en el
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means of an electronic device but for this, a precise
identification of cartilage area through image
processing is required. However, cartilage
identification is not easy, because bone and fat
areas surrounding it can show comparable color
and can confuse the measuring device.

In studies carried out on optical properties of
cartilage exposed to either ultraviolet or infrared
radiation, new possibilities for identifying cartilage
area have been found(4.8-13), Unlike bone and fat,
connective tissue shows strong fluorescence when
excited with ultraviolet radiation, at 380 and 466
um emission peaks(13). This performance is
associated to fluorescence of the different types of
collagen found in connective tissue(10,13-15) and
more specifically type I, 11l and V collagen in the
Longissimus dorsi muscle, in response to photo
excitation at 332 and 380 nm(4), although collagen
type | and Il emission spectrum is similar to that
of Longissimus dorsi perymisial tissue.

As fat, bone and cartilage can show very little
difference in color, traditional artificial vision
devices face great difficulty in separating cartilage
from adjacent bone and fat areas, the purpose of
the present study was to research differential traits
in photoluminescence of these components for
building an electronic device and developing an
image processing algorithm for estimating bone
maturity objectively.

MATERIALS AND METHODS

Image capture

Images were captured by means of a Canon EOS
30D SLR AF/AE digital camera (Canon Inc.,
Tokyo, Japan) provided with white and black
balance, temperature color compensation, RGB
primary color filters and 8.2 megapixel CMOS
sensor. For control and automation of image
capture a Canon Digital camera Software
Development Kit (CD-SDK) version 7.3 was
bought from Canon. This kit is a library that helped
build an interface with the digital camera, where
20 images per carcass were captured. For image
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presente trabajo se estudiaron las caracteristicas
diferenciales en la fotoluminiscencia de estos tres
componentes para la construccion de un dispositivo
electronico, y el desarrollo de algoritmos de
procesamiento de imégenes para estimar la
madurez 0sea de manera objetiva.

MATERIALES Y METODOS

Captura de imagenes

La captura de iméagenes se llevé a cabo utilizando
una cadmara digital Canon EOS 30D, SLR AF/AE
(Canon Inc., Tokio, Japon), con balance de blancos
y compensacion en la temperatura de color, filtros
de color primario tipo RGB y sensor CMOS de
8.2 mega pixeles. A efecto de controlar y
automatizar el proceso de captura de imagenes, se
adquirio el CD-SDK (Canon Digital camera
Software Development Kit) version 7.3
proporcionado por Canon. EI CD-SDK es una
libreria que facilito la construccion de una interfase
con la camara digital, donde se capturaron 20
imégenes por canal.

Para la captura de imagenes se desarroll6 un
software que tiene un mdédulo de visualizacion,
que consta de tres filtros de media y de mediana
para la eliminacion de ruido, y un filtro creado
especialmente para este proyecto, el cual ajusta
los canales RGB (red, green, blue) a una amplitud
y un “offset” dados. Con estos filtros se busca
eliminar defectos de la imagen provocados por
fallas del sensor de la camara, que aparecen como
picos de intensidad muy pronunciados. Estos picos
se eliminan promediando la intensidad de los
pixeles en su vecindad (filtro de media); si la
variancia es mayor a un valor predeterminado, se
utilizard el valor central de los datos cercanos
(filtro de mediana), lo cual tiene la ventaja de que
el valor final del pixel es un valor real presente en
la imagen, y no un promedio, y de este modo se
reduce el efecto borroso que tienen las imagenes
debido al uso del filtro de media. La ventana
principal es MDI, es decir, soporta varios
documentos abiertos a la vez, por lo tanto se
visualizan tantas imégenes como se desee.
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capture software containing a visualization module
was developed specifically for this project for noise
elimination, made up by three average and median
filters, which adjusts the RGB (red, green and
blue) channels at set amplitude and offset values.
The object of these filters is elimination image
defects due to faults of camera sensors, which
come out as very strong intensity peaks. These
peaks can be eliminated by smoothing the intensity
of nearby pixels (average pixels), and if variance
is greater than a predetermined value, a value
central to nearby data (average filter) is used. This
has the advantage that pixel final value corresponds
to one already present in the image, and not to an
average, reducing blurring as happens when
average filters are used. The main window is MDI,
that is to say, it can carry several open documents,
and so many images can be seen at the same time.

This module has two windows, RGB View and
Phase View, that allow access to the software
menu, which deploy data on the active image in
real time, showing RGB channels and the phase
of a line selected in the image. Lines are selected
by pressing the button with the chosen function
on the image, and then a small box corresponding
to the area being analyzed will appear.

Light sources were diverse. Several light emission
diode (LED) sources were built, providing different
spectrum ranks, with electroluminescent diodes,
white (camera flash), blue-UV, blue, green, yellow
and red, with values around 400, 440, 540, 570
and 640 nm, respectively. A 6 w source with 380-
390 nm emission peaks was used for fluorescence
tests.

Image processing

Captured images were analyzed through algorithms
created as part of the present study, and other
standard image processing algorithms, too, for
conversion to binary images. Threshold adjustments
were applied to images for identifying contours,
through Hough’s rapid transfer, and later presenting
those images in different color spaces, segmenting
by means of diverse methods, as k-means (with
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Este mddulo cuenta con dos ventanas que permiten
el acceso al menu del software, las cuales
despliegan informacion acerca de la imagen activa
en tiempo real, RGB View y Phase View, que
muestran los canales RGB y la fase de una linea
seleccionada en la imagen. La seleccion de linea
se realiza pulsando el boton con la funcion deseada
sobre la imagen, con lo cual aparecera un pequefio
recuadro correspondiente al area de analisis.

La fuente de iluminacion fue variada. Se
prepararon diferentes fuentes de iluminacién LED
(light emission diode) en varios rangos espectrales
con diodos electroluminiscentes: luz blanca (flash
de la camara), azul-UV, azul, verde, amarilla y
roja, con valores alrededor de los 400, 440, 540,
570 y 640 nm respectivamente. Para las pruebas
de fluorescencia se utilizd una fuente de 6 watts
con pico de emision en los 380-390 nm.

Procesamiento de imagenes

Para analizar las imagenes capturadas se utilizaron
los algoritmos generados como parte de este
proyecto y otros algoritmos estandares de
procesamiento de imagenes con el fin de
convertirlas en imagenes binarias. A las imagenes
se les aplicaron ajustes de umbral con el propdésito
de identificar contornos, para lo que se utilizo la
transformada rapida de Hough, para posteriormente
presentar las imagenes en diferentes espacios de
color, segmentando por métodos como el k-means
(con diferentes numeros de capas) o entropia
maxima, teoria de grafos, analisis de los niveles
de color en sus tres dimensiones, cambios a escala
de grises, clasificacion de particulas para identificar
elementos con base en su redondez y tamafio,
analisis de textura, manipulacion del histograma
en escala de grises y color; de manera que el
algoritmo resultante para procesar las imagenes
fuera una combinacion optimizada de varios
algoritmos de vision artificial.

Pruebas en campo

Las pruebas de campo se realizaron en 10 canales
de bovino procesadas en una planta de sacrificio,
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different number of layers), or maximum entropy,
graph theory, color level analysis in its three
dimensions, changes in grayscale, particle
classification for identifying elements by roundness
and size, texture analysis, grayscale and color
histogram manipulation, so the resulting algorithm
for image processing was an optimized
combination of several artificial vision algorithms.

Field tests

Field test were carried out in 10 bovine carcasses
processed in a TIF abattoir located in the industrial
park of Hermosillo, Sonora, México (29°05°58"N,
110°57°15"W). Tested animals were Brangus
bullocks, less than 30 mo old, established by
teething. At the end of sacrifice, carcasses were
weighted and labeled for identification, and placed
in cooling chambers at 0 °C for 24 h. Carcass
assessment was performed in a previously
conditioned aisle before being taken to the deboning
room, which is conventionally used for carcass
electronic grading. Aisle conditioning consisted
in setting ambient lighting controls, necessary for
the color tests.

Carcass evaluation

Cartilage ossification process was checked in the
thoracic button located in the twelfth rib. Afterwards,
several consecutive pictures of cartilages without the
aid of ambient lighting were taken, because the
different types of lighting described before were
used. Once images were captured, the developed
processing algorithms were applied to them, in
order to identify cartilage in each image.

Data analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used in the
statistical study for analyzing variable normal
distribution. Subsequent to a descriptive analysis,
Kruskal-Wallis regressions were performed to
determine statistical significance at 95 %
confidence interval (P<0.05). The SPSS v.11
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)(16) software was
used in the statistical analyses.
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corte y deshuese Tipo Inspeccion Federal (TIF),
localizada en el Parque Industrial de la ciudad de
Hermosillo, Sonora, Meéxico (29°052 563 N/
110°572 153 O). Los animales fueron de la raza
Brangus, machos sin castrar y en edades menores
de 30 meses, lo cual se establecié de acuerdo a su
denticion. Al final del faenado las canales se
pesaron, y se etiquetaron para su identificacion y
posterior conduccion a las camaras de enfriamiento
(0 °C), donde permanecieron por 24 h. La
evaluacion de las canales se llevd a cabo en un
pasillo acondicionado antes de ser introducidas a
la sala de deshuese, que convencionalmente
también es utilizado para la clasificacion
electronica de las canales. El acondicionamiento
del pasillo consistié en establecer controles de
iluminacion ambiental, necesarios para las pruebas
de color.

Evaluacion de canales

El proceso de osificacion del cartilago de las
canales fue inspeccionado en el botdn toracico
localizado en la doceava costilla. Posteriormente,
se tomaron varias imagenes consecutivas de los

RESULTS AND DISCUSSION

Bone maturity evaluation by photoluminescence

Bone maturity in a beef carcass can be estimated
by means of an image processing system developed
for identifying cartilage in a picture, based on both
US and Mexican standards. Later, maturity was
determined through red color present in specified
areas, by means of cartilage area and ossification
spots inside it, estimating bone maturity as a
percentage between them.

As shown in Tables 1 and 2, there exist
discrepancies between both standards in allocating
chronological age to a carcass with 11 %
ossification in thoracic buttons. In accordance with
US standards, this would correspond to an animal
30 to 42 mo old, while following Mexican
standards, the carcass would be from an animal
25 to 30 mo old. Therefore, in accordance with
Mexican standards, this carcass could be graded
as “Selecta”, but in the US, following its standard,
it could be graded as “Prime”, “Choice”,
“Standard” or “Utility”, but never as “Select”.
Beyond quality grade, in both countries, quality

Tabla 1. Madurez 6sea y edad cronoldgica segin la norma Mexicana

Table 1. Bone maturity and chronological age in accordance with Mexican standards

Maturity group

I I i v \Y
Ossification percentage
in thoracic buttons (12t rib) 0-10 10-35 35-70 70-90 90-100
Approximate age, mo 18-24 25-30 31-36 37-48 >48
Cuadro 2. Madurez 6sea y edad cronoldgica segun la norma Estadounidense
Table 2. Bone maturity and chronological age in accordance with US standards

Maturity group

A B C D E
Ossification percentage in
thoracic buttons (12t rib) 0-10 10-35 35-70 70-90 90-100
Approximate age, mo 9-30 30-42 42-72 72-96 >906
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cartilagos sin emplear iluminacion ambiental,
puesto que se utilizaron los diferentes tipos de
iluminacion ya mencionados. Una vez capturadas
las imagenes, se aplicaron los diferentes algoritmos
de procesamiento desarrollados, para distinguir el
cartilago en la imagen.

Andlisis de la informacion

En el andlisis estadistico se utilizo la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para valorar la distribucion
normal de las variables. Posteriormente al analisis
descriptivo, se llevaron a cabo regresiones de Kruskal
Wallis para determinar la significancia estadistica a
un intervalo de confianza del 95% (P<0.05). Para
el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS
version 11 (SPSS Inc. Chicago, USA)(16),

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de la madurez

fotoluminiscencia

Osea por

Para estimar la madurez Gsea de una canal de
bovino se desarrolld un sistema de procesamiento
de iméagenes que logra identificar el cartilago en
una imagen, basado en las normas de México y
Estados Unidos. Posteriormente, también se
determind el grado de madurez en base a la presencia
de coloracion rojiza que se presenta en las regiones
detectadas, mediante la evaluacion del area del
cartilago y de las manchas de osificacion en los
mismos, calculandose el grado de madurez dsea
como un porcentaje que los relaciona.

Como se aprecia en los Cuadros 1 y 2, existen
ciertas discrepancias entre ambas normas para
asignar, por ejemplo, una edad cronoldgica a una
canal que muestra un 11 % de osificacion en
botones toracicos. Segun la norma estadounidense
una canal asi corresponderia a un animal entre 30
y 42 meses de edad, mientras que en la norma
mexicana este animal podria tener entre 25 y 30
meses. Entonces, de acuerdo a la norma mexicana,
esta canal corresponderia a un grado “Selecta”,
mientras que en la norma estadounidense podria
ser Prime, Choice, Standard, Utility, pero no Select.
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in an animal less than 30 mo old is considered
better than that given to an older animal. Due to
this, the electronic device developed in the present
study allows to choose which standard is to be
applied.

In the course of sacrifice, when the whole carcass
is divided lengthwise in two, changes in cartilage
and bone ossification, as well as meat surface
texture can be appreciated. These characteristics
can be used as indicators of carcass maturity(17).
Changes in them can be observed along the spine,
especially in the sacral vertebrae, which are the
first to ossify and consolidate. Besides,
calcification increases with age, which deepens
the red color of muscles(18). Assessment of the
extent of calcification is dependent on bone
softness, porosity and color, and in a young animal
the presence of buttons in thoracic vertebrae
cartilages, that disappear with age(19).

Applying segmentation techniques in meat and
cartilage images

When analyzing the captured images, different tests
were performed by means of image processing
software, as binary through threshold adjustment,
searching for contours, changing color spaces,
segmenting by methods like k-means (with
different number of layers) and maximum entropy.
Later color was analyzed in three dimensions,
changing to grayscale; next, particles were
classified (at the beginning, photos with round
ossification spots were available) so they could be
classified in accordance with their shape
(roundness) and size. Besides, texture was analyzed
by manipulating histograms, in both grayscale and
color, testing each color layer one by one or
together.

Figure 1 shows two images with different cartilage
ossification grades. In the first (a) a carcass with
complete ossification can be seen, while in the
second (b) a carcass with a certain ossification is
shown (inside blue circles). These images were
those used in the first tests of the segmentation
algorithms, and they will be presented later on.
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Maés alld del grado de calidad, la calificacion de
un animal menor de 30 meses es considerada mejor
que la dada a un animal mayor de 30 meses en
ambas normas. Por ello, en el dispositivo
electronico que se desarrollé en el presente
proyecto es posible seleccionar la norma de
clasificacion del interés del operador.

Durante el sacrificio, al separar las canales en dos
partes, se pueden observar los cambios en la
calcificacion (osificacion) de los cartilagos y huesos,
asi como en la textura superficial de la carne, los
cuales son utilizados como indicadores de la madurez
de la canal(17). Estos cambios se observan a lo
largo de la columna vertebral, especialmente en
las vértebras sacras, las cuales son las primeras en
osificarse y fusionarse, aumentando la calcificacion
de éstas al aumentar la edad del animal, lo cual
provoca que los musculos sean oscuros(18). La
evaluacion del grado de calcificacion dependera
de la suavidad, coloracion y porosidad de los
huesos, siendo indicativo de un animal joven
cuando aparecen botones en los cartilagos de las
vertebras toracicas, las cuales desaparecen con la
madurez del animal(19).

Aplicacion de las técnicas de segmentacion en
imagenes en carne y cartilago

En el anélisis de las imagenes adquiridas se
hicieron pruebas con un software de procesamiento
de imagenes, cambiando a forma binaria mediante
ajustes en el umbral, buscando contornos, variando
el espacio de color, segmentando por métodos
como el k-means (con diferentes nimeros de
capas) o entropia méxima. Posteriormente, se
analizaron los niveles de color en las tres
dimensiones, cambiando a escala de grises;
despues, se hizo la clasificacion de particulas (en
un principio se tenian fotos con manchas de
osificacion redondas) para separar con base en la
forma (redondez) y el tamafio. Ademas, se analizo
la textura manipulando el histograma, tanto en
escala de grises como en color; realizando estas
pruebas en cada capa de colores por separado o
con mezcla de ellas.
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Figura 1. Grado de osificacion de canales de bovino de
dos diferentes edades fisiologicas: (a) apdfisis totalmente
osificada, (b) apofisis con grado avanzado de osificacion

Figure 1. Ossification amount in bovine carcasses at two
different physiological ages, (a) completely ossified
apophysis and (b) apophysis showing great ossification
progress

Figura 2. Imé&genes del grado de osificacion de la canal
capturadas bajo diferentes pruebas de umbral de
segmentacion: (a) escala de grises, (b) imagen binaria

Figure 2. Images of extent of ossification in carcass
captured through different threshold segmentation tests,
(a) grayscale (b) binary

Segmentation tests by threshold selection

The basic way for converting RGB to grayscales
is through the average of the three color layers,
estimated through the following equation:

L= Im(R) + Im(G) + Im(E)
3



ESTIMACION DE LA MADUREZ OSEA EN CANALES DE BOVINO POR FLUORESCENCIA DIFERENCIAL

La Figura 1 muestra dos imégenes con diferente
grado de osificacion en los cartilagos. En la primera
(@) se observa una canal que presenta osificacion
completa; mientras que la segunda (b) muestra un
caso que presenta osificacion con cierto grado de
avance, lo cual se indica dentro de los circulos
azules. Estas imagenes fueron las que se utilizaron
en las pruebas iniciales de los algoritmos de
segmentacion, las cuales se presentan méas delante
de forma detallada.

Pruebas de segmentacién por seleccion de
umbral

La forma basica de hacer la conversion de RGB
a escala de grises es mediante el promedio de las
tres capas de color; es decir, promediando las
intensidades de cada color mediante la siguiente
ecuacion:

_ Im(R) + Im(G) + Im(B)
3

Las imagenes en formato binario, blanco o negro
sin escala de grises, pueden obtenerse asignando
un valor de 1 ¢ 255 a los valores por encima de
un umbral; 127 por ejemplo, en la escala de grises
en la Figura 2(a), y asignando un valor 0 a los
valores por debajo del mismo umbral, para

Figura 3. Imagenes de la apdfisis con cartilago y
osificacion que también incluye grasa, procesada
mediante k-means en diferentes segmentos: original y K-
means con dos, tres y cuatro segmentos

Figure 3. Images of apophysis showing cartilage and
ossification including fat, processed through k-means in
different segments, original, and k-means with two, three
and four segments
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Osifica:iérr/%i\ I
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Binary images, black and white without grayscale,
can be obtained by assigning a value of 1 or 255 to
values over a certain threshold; 127, for example, in
Figure 2(a) grayscale and assigning a value of 0 to
values below that threshold, finally obtaining a binary
image as that shown in Figure 2(b). This technique
by itself was not enough for identifying cartilage
area, as it can be mistaken for fat.

K-means area analysis (clustering)

The type of cartilage images that were analyzed did
not show a definite pattern, most probably due to
coloring, shape and size, which change between
individuals, as well as fat, cartilage and meat color
and content. However, three types of tissues are
present regularly, fat, bone and skeletal muscle and
sometimes, cartilage and ossified cartilage. Owing
to this, segmentation tests in similar areas, or color
clusters, were performed. This methodology is
recommended in those cases where different textures,
which can be grouped by class, are present. The
method that can accomplish this is called k-means,
which receives as entry the image and the number
of clusters or elements that need to be identified.

In Figure 3 a picture showing only one apophysis
with cartilage and ossification and fat, too, can be

Figura 4. Imagen de una misma canal mostrando areas
con carne, grasa y cartilago iluminados con cuatro tipos
de luz diferente: a) luz blanca, b) luz verde a 540 nm, c)
luz azul a 440 nm y d) luz ultravioleta a 350-400 nm

Figure 4. Images corresponding to a same carcass
showing meat, fat and cartilage areas, illuminated with
four different types of light, (a) white, (b) green at 540
nm, (c) blue at 440 nm and ultraviolet at 350-400 nm
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finalizar con una imagen binaria como se muestra
en la Figura 2(b). Esta técnica por si sola no fue
suficiente para identificar la region del cartilago,
pues este se confunde con la grasa.

Analisis de regiones K-means (clustering)

El tipo de imagenes del cartilago que se trataron
de analizar, no present6 un patron definido, lo
cual posiblemente se debid a que la coloracion,
las formas y tamarios suelen cambiar de un animal
a otro, asi como la cantidad y color de la grasa,
de cartilagos y huesos. Sin embargo, si presentan
(de forma regular) al menos tres tipos de tejidos:
grasa, hueso y musculo esquelético, y a veces
cartilago y cartilago osificado. Debido a esto se
intentaron hacer pruebas de analisis por segmentacion
en regiones similares, o “clusterizando” por color.
Esta metodologia es recomendada en aquellos casos
donde existe cierta diversidad de texturas, pero que
se puedan agrupar en cierto nimero de clases. El
método que logra este tipo de segmentacion es el
llamado k-means, el cual recibe como entrada la
imagen y el numero de segmentos clusteres o
elementos que se quieren identificar.

En la Figura 3 se muestra la imagen adquirida de
una sola apofisis con cartilago y osificacion que
también incluye grasa y que posteriormente fue
procesada mediante k-means en 2, 3 y 4
segmentos. Puede observarse como el método falla
en la ubicacion del cartilago, ya que una vez méas
lo confunde con la grasa en los tres casos.

Pruebas de fotografia con diversas fuentes de
luz

Dada la diversidad de formas y colores que pueden
presentar tanto la grasa como el hueso y el
cartilago, las diferentes técnicas de procesamiento
de imagenes apuntaron al mismo problema:
desarrollar un mejor sistema de captura de
imagenes que resaltara con mayor claridad la
region del cartilago, sin importar el color o forma
de los elementos en la imagen. Para ello se
instalaron fuentes de iluminacién en varios rangos
espectrales como se muestra en la Figura 4.
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seen. This image was processed through k-means
in 2,3, and 4 segments. The method fails in placing
the cartilage, as it is mistaken with fat in the three
instances.

Photography tests with three light sources

Due to shape and color diversity in fat, bone and
cartilage, the different image processing techniques
pointed in the same direction, develop the best
image capture system for boosting with greater
clarity the cartilage area, not taking into account
either color or shape of elements. In order to
achieve this, several lighting sources were set up,
as shown in Figure 4.

White light (Figure 4a) shows the typical early
problem, where fat and cartilage gets mixed up in
some areas and not in others. With either blue or
green light (Figure 4b and 4c) a slight improvement
can be seen, as cartilage seems to reflect light
more intensely, but not enough.

Figure 4d shows a clear improvement, as cartilage
fluoresces more intensely than adjacent areas. In
these lighting source tests, 6 W lamps were used
for ultraviolet light (black light with emissions
between 350 and 400 nm). Fluorescence turned out
by this type of radiation allowed for a significant
improvement in cartilage discrimination, so
implementation of segmentation techniques for
cartilage discrimination for later processing was
furthered.

Estimation of the amount of ossification progress

Once it was possible to highlight the desired area,
that is to say segmentation of cartilage area,
estimation of the amount of ossification progress
was put into practice. At this instance, binary image
was the entry point, being cartilage white and the
other tissues black. The next step requires,

1) Total cartilage area, with and without
ossification (B); 2) Ossification areas (R); 3)
Estimating ossification percentage using the
following formula:
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La luz blanca (Figura 4a) muestra el problema
tipico inicial, donde la grasa y cartilago se
confunden en unas regiones y en otras no. Con la
luz verde o azul (Figura 4b y 4c) se observa una
ligera mejoria, ya que el cartilago parece reflejar
la luz con mayor intensidad, pero aun no lo
suficiente.

La Figura 4d muestra una clara mejoria, el
cartilago fluoresce con mayor intensidad que las
regiones adyacentes. Para las pruebas de este tipo
de iluminacion se utilizaron ldmparas de 6W para
el caso de luz ultravioleta (luz negra con emision
entre 350 y 400 nm). La fluorescencia generada
por este tipo de radiacion permitié una notable
mejoria en la diferenciacion del cartilago, por lo
que se prosiguio con la aplicacion de tecnicas de
segmentacion para separar la region del cartilago
para su posterior procesamiento.

Calculo de porcentaje de avance de osificacion

Una vez que se logro resaltar la region deseada,
es decir la segmentacion de las regiones ocupadas
por los cartilagos, se procedié a determinar el
porcentaje de avance de la osificacion. En este
punto se tuvo como entrada la imagen binaria,
que marca con blanco a los cartilagos y en negro
el resto de los objetos. El siguiente paso requiere,

1) EI &rea total del cartilago con y sin osificacion
(B); 2) el area de osificacion (R); 3) hacer el
calculo del porcentaje de osificacion:

%0 = E*100
B

Utilizando la escala y correlacionando la madurez
0sea del cartilago con la edad cronoldgica de la
canal, mostrada en el Cuadro 1, se logro establecer
una relacion funcional entre osificacion de los
botones torécicos y edad aproximada (aplicada a
la norma mexicana). Para ello se graficaron los
datos de esta tabla y aproximado por minimos
cuadrados a una curva polinomial de tercer grado.

La curva resultante con un R2=0.8289, es:
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%0 =

I
— =100
b

Using the scale and correlating cartilage bone
maturity with carcass chronological age, as shown
in Table 1, it is possible to establish a functional
relationship between thoracic button ossification
and approximate age (Mexican standards). For this,
data of this table were graphed and approximated
through minimum squares to a third degree
polynomial curve.

The resulting curve, (for the Mexican standard)
being R2=0.829, is the following,

Age (months)= 20.298+85.365*0-200.19*02+166.38+03
And for the US standard, being R*=0.7411
Age (months)= 17.533+134.82*0-222.93*02+197.10*03

Where O is equal to thoracic button ossification
percentage.

Tests with images captured in the TIF
slaughterhouse

In order to test that the segmentation system with
UV lighting (black light) was the most adequate
for this purpose, the image capturing device was
set up in a TIF abattoir in Hermosillo, Sonora,

Figura 5. Edad cronoldgica vs porcentaje de osificacion
segln la norma mexicana

Figure 5. Chronological age vs ossification percentage in
accordance with Mexican standards
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Edad (meses)= 20.298+85.365*0-200.19*02+166.38*03

En forma similar para la norma estadounidense,
con un R2=0.7411:

Edad (meses)= 17.533+134.82*0-222.93*02+197.10*03

Donde O es el porcentaje de osificacion del boton
toracico.

Pruebas con imagenes capturadas en rastro TIF

Para probar que el funcionamiento del sistema de
segmentacion con iluminacion UV (luz negra) era el
adecuado, el equipo se instalo en una planta TIF
para capturar algunas iméagenes dentro de las areas
refrigeradas. Las ldmparas se montaron en el
mismo tripié que la cAmara y se construyo una
cortina para obstruir la luz ambiental. Las
imagenes de la Figura 6, donde (a) corresponde a
la fluorescencia de un cartilago, (b) al cartilago
segmentado y separado de la imagen original, y
(c) a la imagen en binario para identificar el
cartilago sin osificacion (blanco) y con osificacion
(rojo) son un ejemplo de este procedimiento.

Aplicando la ecuacidn, el porcentaje de osificacion
en este caso fue 0=3450/60,950 = 0.0566 = 5.66 %

Utilizando la ecuaciéon para la norma mexicana,
se estimd la edad correspondiente:

Edad (meses)= 20.928 + 85.368*0.566 -
200.19*0.5662 + 166.38*0.5663

Edad (meses)= 25.1 meses de edad estimada
En forma similar, segun la norma estadounidense:

Edadygp (meses)= 17.533 + 134.82*0.566 -
222.93*0.5662 + 197.1*0.5663

Edadysa (meses)= 24.5 meses de edad estimada

Estos resultados confirman que con el uso de las
ecuaciones obtenidas, es posible estimar la edad de
los animales con una mayor similitud a la edad
cronologica, al obtener valores cercanos a los que se
obtuvieron con el método que utiliza la evaluacion
de la denticion.
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Figura 6. Ejemplo de aplicacion del sistema de
segmentacion utilizando iluminacion UV (luz negra): a)
fluorescencia de un cartilago, b) cartilago segmentado y
separado de la imagen original y c) imagen en binario
para identificar el cartilago sin osificacion (blanco) y con
osificacion (rojo)

Figure 6. Example of use of segmentation system with
UV lighting (black light), (a) cartilage fluorescence, (b)
segmented cartilage detached from original image, and
(c) binary image for identification of cartilage

R = 3450 pixeles rojos
B=60,951 pixeles blancos +
+10jos.

México. The device was placed in the refrigerated
area and lamps were mounted in the same tripod
as the camera, and a curtain to keep out ambient
light was put in place. Images shown in Figure 6 are
an example of this procedure and correspond to (6a)
fluorescence of a cartilage, (6b) segmented cartilage
and detached from the original image, and (6c¢) binary
image where cartilage without ossification is seen
in white and ossified cartilage in red.

Applying the aforementioned equation, ossification
percentage in this case was 0% = 3,450/60,950*100
= 5.66

And by means of the equation for the Mexican
standard, it was possible to estimate the age of the
sacrificed animal

Agemx (months) = 20.928 + 85.368*0.566 -
200.19*0.5662 + 166.38*0.5663 = 25.1

And for the US standard,

Ageys (months) = 17.533 + 134.82*0.566 -
222.93*0.5662 + 197.1*0.5663 = 24.5
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CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Se desarrollé una técnica de analisis de madurez
Gsea por vision artificial, utilizando una fuente de
iluminacion en el ultravioleta cercano. Con el
dispositivo electronico construido es posible evaluar
en fraccion de segundos el porcentaje de osificacion
del cartilago en el boton tordcico de la 12ava
costilla de bovinos, y estimar la edad fisiologica
del animal segin la norma mexicana o la
estadounidense. Ambas normas deberan establecer
una relacion funcional entre el porcentaje de
osificacion observado y la correspondiente edad
cronoldgica. Con el uso de fuentes ultravioleta
por diodos electroluminiscentes con pico en 380
nm, seria posible tener una sefial de excitacion
mas definida (pico de emisiébn mas angosto) que
las lamparas de luz negra, y por lo tanto la imagen
del musculo, grasa y hueso estaria mas oscura con
relacion a la imagen del cartilago. Esto facilitaria
aun mas la segmentacion de la imagen y por tanto
la posibilidad de evaluar la madurez dsea de
cualquier canal en menos de un segundo. Las
ecuaciones obtenidas con este método permiten
determinar con mayor precision la edad de los
animales, que con la evaluacién de la denticion.
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These results confirm that by using the equations
developed in the present study, it is possible to
estimate age of the sacrificed animals as values
obtained through them are very close to those
determined by dentition.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

A technique for assessing bone maturity by means
of artificial vision using a near ultraviolet light
source was developed. With the electronic device
built to this effect it is possible to asses in a few
seconds ossification percentage of the cartilage in
the thoracic button of the 12t rib in bovines and
estimating the physiological age of the animal in
question, in accordance with both US and Mexican
Standards. Both standards should establish a
functional relationship between observed ossification
percentage and the corresponding chronological age.
Use of electroluminescent diode ultraviolet light
sources with 380 nm peaks would allow obtaining a
more definite excitation signal (due to a narrower
emission peak) than with black light lamps, and
therefore muscle, fat and bone images should be
darker relative to cartilage image. This would
facilitate even more image segmentation and for
that reason, increase the possibility of assessing
bone maturity in any carcass in less than one
second. Equations developed in the present study
allow ascertaining with greater precision the age
of animals than through dentition.
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