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RESUM

El peix i els productes de la pesca sén una font de nutrients essencials per a una dieta sana i
equilibrada. En els darrers anys s’ha observat un augment del consum mundial de peix, gracies
a la conscienciacié per a mantenir uns habits alimentaris més saludables. Un percentatge
considerable d’aquest peix es consumeix fresc. El verat (Scomber scombrus), objecte d’aquest
estudi, probablement sigui un dels peixos amb més interés nutricional de les costes del
mediterrani, atesa la seva composicid, especialment pel seu contingut en greix insaturat. Aquest
pertany a la familia dels escombrids (Fam. Scombridae). Es tracta d'una espécie pelagica que es
troba dins del grup de peixos blaus, a causa del seu alt contingut de greix al muscul.

L'alta demanda de peix fresc, ha provocat I'aparicié de fraus alimentaris. Aquests estan
relacionats amb allargar la vida Util del peix i endarrerir el deteriorament autolitic i microbia, on
s’utilitzen métodes de conservacié com la congelacié, que impedeix el deteriorament del peix i,
en consequencia, permet allargar la seva vida util i vendre’l amb una major qualitat. La base de
la congelacid és sotmetre I'aliment a una temperatura igual o inferior a -18°C per cristal-litzar la
major part del contingut d’aigua del producte. Aquest procés de congelacié permet mantenir
gairebé totes les propietats nutricionals del peix, ja que practicament no afecta les proteines,
vitamines o minerals, i inhibeix parcial o totalment els efectes perjudicials dels microorganismes
i enzims deteriorants. El fet de congelar-lo durant un periode de temps relativament curt per
després poder-lo vendre com a producte fresc té les seves conseqliéncies. Si el procés de
congelacié no s’ha realitzat de forma correcta, pot causar una pérdua del contingut d’aigua
respecte el producte inicial, provocant pérdues en les caracteristiques sensorials i un frau envers
als consumidors, si es declara la venta d’un producte fresc quan realment ha patit una congelacio
que ha pogut alterar la seva qualitat.

Les tecnologies no destructives de control sén d'interes per les industries alimentaries perqué
permeten realitzar una analisi del producte d'una manera rapida i en la mateixa linia de
produccié. L'espectroscopia d'infraroig proper (NIRS) és una tecnologia utilitzada per les
empreses del sector agroalimentari des de fa algunes décades i és especialment interessant per
la seva rapidesa i senzillesa en la mesura i per la capacitat d'implementar-se en linia.
Recentment, han aparegut al mercat instruments miniaturitzats basats en aquesta tecnologia
que, pel seu baix cost, son d'especial interés per a les industries agroalimentaries. Aquests
instruments obren un ampli ventall de possibilitats pel control de qualitat i de procés en
productes alimentaris, tot i que és necessari desenvolupar calibratges especifics per a cada cas.

Aguest treball ha estat desenvolupat en el marc d'un projecte de recerca del Programa de
Tecnologia Alimentaria de I'Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA), centre de
Monells (Girona). L'objectiu principal d'aquest treball ha estat analitzar la capacitat d'un
espectrometre de baix cost i d’'un espectrofotometre d’alta resolucid, basats en la tecnologia
d'espectroscopia d'infraroig proper (NIR), per a la discriminacié entre mostres de verat (Scomber
scombrus) fresc i descongelat (sotmeses a un o dos cicles de congelacio-descongelacid) i
diferents métodes de congelacid. Per tal d'assolir aquest objectiu, el treball es va desenvolupar
en diferents etapes. Inicialment, es varen adquirir els espectres en les mostres de peix fresc i,
tot seguit, es varen congelar les mostres en diferents temperatura; arribant a temperatures a
I'interior de -20°C i -80°C en cambra de congelacié (lenta) i -20°C mitjangant un abatedor
(congelacio rapida), i es va realitzar una adquisicid dels espectres en verat congelat i
descongelat. Finalment, les mostres es van congelar una altra vegada per realitzar una segona



tanda d’adquisicié d’espectres en els dos estats. Paral-lelament, es va determinar el contingut
d’humitat de les mostres de peix fresques i descongelades dels dos cicles de congelacid.

Tot seguit, a partir dels espectres adquirits, es varen desenvolupar models de classificacid del
producte segons els métodes de congelacid utilitzats per a la conservacié del producte; I'estat
del peix en el moment de I'adquisicioé d’espectres; i les vegades que havia patit una congelacié
i, posteriorment, una descongelacid.

Els resultats obtinguts han mostrat que durant els diferents cicles de congelacié i descongelacié
hi ha una péerdua d’humitat respecte a les mostres fresques. Aquesta pérdua d’humitat esta
estretament relacionada amb la velocitat de congelacid i el tipus de tractament que han patit
les mostres, considerant que aquestes han tingut una congelacié rapida perden menor contingut
d’aigua respecte a les que han sigut congelades en una cambra a una velocitat menor.
Tanmateix, també s’ha observat que el moment de captura i els cicles de congelacio i
descongelacié que s’hagin fet té influéncia en el contingut d’humitat, essent major la pérdua
d’aigua quan més cicles s’hagin realitzat.

Els sensors NIR utilitzats han permes classificar les mostres segons els cicles de congelacid i
descongelacio, el metode de congelacié aplicat, i si el peix ha patit o no un tractament previ a la
adquisicio d’espectres. Amb les dues tecnologies NIR (SCiO i Bruker) es pot observar un pic a 970
nm, relacionat amb la vibracié d’enllacos O-H de les molécules d’aigua. S’han observat
diferéncies significatives entre els multiples metodes de congelacié utilitzats, a partir dels
diferents continguts d'aigua de les mostres. Tanmateix, els models de classificacié després
d’aplicar el pre-processat espectral, han permes detectar més facilment i, en conseqieéncia,
classificar, les mostres que han estat sotmeses a dos cicles de congelacid i descongelacié, amb
una precisid mitjana del model amb I'equip de Bruker en t=1 en congelades envers les
descongelades de 84.3% i 66%. Seguit per un t=2 de 76% i 74.5%, unes dades molt similar a les
del SCiO; en t=1 congelat 94.1% i 60.8%, i per a les mostres en t=2 de 98.0% i 72.5%
respectivament. On t=1 correspon a les mostres que han estat congelades i descongelades una
vegada, mentre que les t=2 han patit dos cicles de congelacid i descongelacié amb un tractament
de congelacié determinat. Quan es mesuren les mostres congelades la dispersié de la llum es
veu afectada per I'estructura cristal-lina del gel. Aquest fet, associat al contingut d’aigua que
contenen les mostres de peix, sera la que permetra una classificacié més encertada.

Seguidament, es va desenvolupar un model de classificacid segons l'estat de la mostra,
descongelada (amb previa congelacid indiferent del metode) o fresca, on la precisié mitjana del
SCIO era del 97,5% mentre que la del Bruker era de 93,2%. Les mostres amb pitjor classificacié
corresponen a mostres fresques que han estat identificades com a descongelades, atribuit al
diferent contingut d’aigua present en el teixit del peix després de les diferents congelacions, que
produeixen canvis d’absorcid al voltant de 980 nm, associats al contingut d’aigua. Finalment,
també es va elaborar un model de classificacié segons els cicles de congelacié-descongelacié. En
aquest cas, destaca la diferéncia de precisié mitjana obtinguda amb els dos equips. La validacid
del model de classificacid realitzat amb Bruker és del 62.7%, mentre que amb el SCiO és
considerablement millor (95.0%). Aquesta diferéncia ve donada per la resolucié de I'equip, pero
en ambdds casos permet una classificacio valida.

A partir dels resultats d’aquest treball, es pot concloure que el contingut d’humitat de les
mostres és un factor important a I’'hora d’estudiar la capacitat dels sensors NIR per classificar les
mostres. Cal tenir en compte que tant el moment de captura, com el tractament de congelacié
aplicat, com els cicles de congelacié i descongelacié i I'estat de la mostra influiran en el contingut



d’humitat de les mostres. Els models predictius desenvolupats per diferenciar les mostres de
verat fresc del congelat i els multiples métodes de congelacié aplicats, han sigut satisfactoris. Es
pot diferenciar amb elevada precisié el peix en un estat fresc del que ha estat sotmés a
tractaments de congelacid, aixi com les vegades que s’ha descongelat i tornat a congelar el
producte. Els models desenvolupats tenen capacitat per classificar el producte segons els cicles
de congelacié i descongelacié en ambdds casos, perd es destaquen els resultats obtinguts amb
I’equip SCiO. Considerant aquest equip una eina atil i amb una aplicabilitat potencial pels
organismes de control i pels consumidors, ja que permet el control del frau, en relacié al
contingut d’humitat del peix.

Aguest projecte té una vessant d'aplicabilitat important, ja que els instruments miniaturitzats
basats en I'espectroscopia NIR sén d'especial interés per a els organismes de control i
consumidors gracies al seu baix cost. En aquest projecte, s'han desenvolupat models predictius
especifics pel verat (Scomber scombrus), pero aquest sensor NIR de baix cost es pot utilitzar en
altres productes alimentaris. Caldra realitzar un procés de calibratge especific per a la materia
primera que es vulgui analitzar.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Productes de la pesca

El peix i els productes de la pesca representen una font de nutrients essencials per a una dieta
saludable i equilibrada, ja que contenen un alt contingut en proteines, minerals i vitamines, aixi
com un baix contingut en greixos (Zhou et al.,, 2019). També contenen acids grassos
poliinsaturats que gairebé no es troben en altres fonts d'aliments (Moriarity et al., 2020).
Aguests nutrients tenen efectes positius sobre la salut humana, com ara ajudar a prevenir el
desenvolupament de malalties del cor i reduir la mortalitat per malalties coronaries (Wang et
al., 2020).

Tanmateix, un cop el peix ha sigut pescat i tret de l'aigua, es poden desenvolupar olors
desagradables a causa de la degradacid enzimatica de determinats nutrients (especialment
proteines, lipids i nucleotids) i la degradacié microbiana per part dels bacteris de la superficie.
Aixi doncs, la qualitat del peix esta directament relacionada amb ['oxidacié dels lipids, la
descomposicid de proteines i el trifosfat d'adenosina (ATP), la reduccié del pH i la produccio
d'olors caracteristiques (Agyekum et al., 2020).

En 'actualitat, a causa del creixement continu de la demanda de peix pel consum individual i per
a la recerca de la qualitat de vida, els requisits de qualitat del peix també sén cada cop més alts.
Indicadors com la frescor, el contingut de proteines, el color de la carnila textura sén importants
per avaluar la qualitat del peix. Per tant, garantir la seguretat d'aquests recursos pesquers durant
el transport, I'emmagatzematge i el processament s'ha convertit en un tema d'investigacio cada
cop més rellevant. Molts d’aquests problemes de deteriorament de la qualitat del peix es poden
controlar mitjangant la conservacié per congelacid, que impedeix el deteriorament
microbiologic i alenteix els processos bioquimics de degradacié del peix i, en conseqiiéncia,
permet allargar la seva vida util i vendre’l amb una major qualitat.

A la industria alimentaria existeixen diferents tecnologies per reduir la pérdua de qualitat i
allargar la vida util dels aliments. Dins dels productes de la pesca, destaquen la congelacié i
I’elaboracid de conserves. El fonament de la congelacid és sotmetre els aliments a temperatures
iguals o inferiors a -18°C per tal d’aconseguir congelar la major part de I'aigua que conté el
producte, formant aixi cristalls de gel. Aquesta tecnologia permet mantenir practicament totes
les propietats nutricionals, ja que no afecta ni a les proteines, ni a les vitamines, ni als minerals,
perd en contraposicid inhibeix parcialment o totalment I'accié perjudicial dels microorganismes
i enzims deteriorants (Ezquerra et al., 1986).

Per posar en context de la importancia del peix congelat en el territori espanyol, a la Figura 1.1.
es pot veure el consum dels diferents tipus de productes de la pesca en els darrers anys pels
consumidors espanyols. El consum de peix congelat I'any 2020 va patir un gran increment
respecte del 2019 a causa dels efectes de la SARS-CoV2 (Mercasa et al., 2021). Malgrat aixo, el
consum per capita, tant de peix fresc com de peix congelat, és inferior respecte del 2016. En
contraposicio, les conserves de peix han augmentat considerablement des de llavors. Tot i que
el peix fresc o congelat no és el més comprat pels espanyols, si que ho és pels catalans;
consumint un total de 36.804 kg de peix i marisc processat i altres preparats de peix i marisc (on
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s’inclourien les conserves), 22.371kg de peix i marisc congelat, i 73.559 kg de peix i marisc fresc
o refrigerat, segons les dades publicades per I'ldescat (2020).

EVOLUCION DEL CONSUMO POR TIPOS DE PESCA (2016=100), 2016-2020

80
2016 2017 2018 2019 2020

18- PESCADO FRESCO PESCADO CONGELADO
- MARISCOS, MOLUSCOS Y CRUSTACEOS - CONSERVAS PESCADO

Figura 1.1. Evolucio del consum per tipus de producte de la pesca a Espanya durant el
periode 2016-2020. Font: Mercasa et al., 2021.

1.2. El peix congelat

En la industria pesquera, el terme "fresc" indica que el peix mai s'ha congelat, comencant des
de la seva captura fins a la seva comercialitzacié. El peix fresc és un aliment extremadament
perible, molt susceptible al deteriorament durant la manipulacié en la pesca, el processament,
el transport, I'envasament i I'emmagatzematge. La qualitat disminueix rapidament després de
la captura/pesca, requerint un tractament adequat instantani per tal de preservar les propietats
nutricionals i organoléptiques, i evitar riscos de seguretat alimentaria. La congelacié és un
meétode eficient per conservar les propietats i la qualitat del peix recent pescat.

La congelacié és un meétode eficag de conservar el peix durant llargs periodes
d'emmagatzematge. Els peixos congelats i emmagatzemats fins a tres mesos en condicions
ideals (baixa temperatura, igual o inferior als -18°C, no variable) no es poden distingir dels peixos
frescos pel que fa al color, el gust i la textura (Cappeln et al., 1999; Nielsen i Jessen, 2007). Encara
que és possible obtenir peixos congelats amb una alta qualitat nutricional, la qualitat del peix
fresc es considera superior. Les preferencies dels consumidors per al peix fresc es basen
basicament en la caracteritzacié sensorial, ja que durant la congelacid, I'emmagatzematge del
producte congelat i el procés de descongelacid, es poden produir alteracions aparents en el
sabor, I'olor, la consisténcia i el color de la carn (Jacumar et al., 2012).
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No obstant aix0, alguns productors o distribuidors d’aliments poden intentar vendre peixos
congelats i posteriorment descongelats, declarant que son frescos, per augmentar els seus
beneficis. Aquesta practica fraudulenta és bastant comuna en la comercialitzacid de peixos. En
els darrers anys, el sector de I'aqiiicultura ha patit un augment dels controls en materia de
seguretat alimentaria i, en conseqléncia, les gestions de les empreses han hagut de ser més
rapides i eficients. Aquesta activitat fraudulenta representa una amenacga primaria per a la
produccid i la comercialitzacié d’aquests productes, aixi com pel consumidor final.

D’aquesta manera, és de gran interes per la industria dels productes de la pesca i derivats que
es desenvolupin metodologies de control de qualitat que permetin monitoritzar i avaluar els
efectes de la congelacid i descongelacié en mostres de peix.

1.3. Espectroscopia NIR-Visible
1.3.1. Teoria basica de I'espectroscopia d’infraroig proper (NIR)

L'espectroscopia és una técnica analitica basada en I'estudi de la interaccié entre la radiacio
electromagnetica i els atoms i molécules de la mateéria. Es defineix com I'estudi dels fenomens
d’absorcié, emissié i dispersié de la radiacié electromagnética produits per la interaccio
d’aquesta radiacié amb la matéria.

NIRS és I'acronim en angles d'Espectroscopia d’Infraroig Proper (Near InfraRed Spectroscopy).
Fa referéncia a una técnica analitica basada en I'absorcié de radiacié en la regié de I'infraroig
proper, que forma part de I'espectre electromagnetic, en el rang de 700 nm a 2500 nm. La
radiacido electromagnetica és una forma d'energia associada al moviment de particules
carregades, que consisteix en la propagacid de camps eléctrics i magnétics que oscil-len a
velocitat constant en direccions mutuament perpendiculars. Com es mostra a la Figura 1.2, es
classifica segons la seva longitud d'ona al llarg de l'espectre electromagnétic. L'espectre
electromagneétic és el rang de freqliencies de la radiacid electromagneética i les respectives
longituds d’ona i energies fotoniques.

Previ al rang de l'infraroig, trobem el rang visible, entre 380 nm i 760 nm, on els valors extrems
corresponen al violeta i vermell, el primer és més proxim a la llum ultraviolada i, per tant, té una
longitud d’ona més curta; en canvi, el segon, el vermell, és més proxim al rang de NIR i, per tant,
té una longitud d’ona més llarga i una freqiiencia energetica menor. Per l'altre banda dels
infrarojos, trobem les microones, molt utilitzades en I'ambit tecnologic.
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Figura 1.2. Espectre electromagnétic. Font: AZO optics.

Quan un feix de radiacié Optica travessa una mostra, les molécules de la mostra absorbeixen
selectivament la llum en bandes de freqliencia especifiques, de manera que els enllagos quimics
de les molecules vibren, donant lloc a l'espectroscopia d'infraroig proper (NIRS). Aquesta
radiacio electromagneética mostra informacié fonamental de la banda vibratoria per als enllagos
guimics en molécules que contenen majoritariament atoms d'hidrogen, com ara grups N-H,
O-Hi C-H.

L'espectroscopia NIR és un métode de control econdmic i respectuds amb el medi ambient que
no requereix la manipulacié de les mostres (Nordey et al., 2017). S'ha utilitzat ampliament en
molts camps, com ara la medicina (Kim et al., 2020), la ciéncia forense (Coppey et al., 2020) i la
bioquimica. L'analisi NIR inclou els passos segiients: 1) Recollir els espectres NIR de mostres
conegudes i caracteritzar les propietats de la mostra; 2) Establiment i validacié del model; 3)
Prediccié de parametres objectiu per a mostres desconegudes. Cal tenir en compte que aquests
models es construeixen mitjancant quimiometria. La quimiometria és I'aplicacié dels principis
de l'estadistica, les matematiques i la informatica en el processament de la informacié quimica
per obtenir I'estructura i la composicié de la substancia que es mesura.

Tot i aix0, avui dia encara hi ha algunes limitacions en I'analisi espectral del NIR. En primer lloc,
hi ha algunes interferéncies de fons mentre es recullen els espectres, incloent-hi el soroll i les
bandes superposades. A més, a causa de les bandes d'absorcio febles, és dificil d'analitzar i pot
portar a una mala lectura de les dades (Guo et al., 2016). Per aquestes raons, és necessari pre-
processar |'espectre original.
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1.3.2. Instrumentacio

Pel que fa a la instrumentacid, un espectrometre consisteix en una font de radiacid, un dispositiu
de seleccid de longitud d’ona, un detector fotoeléctric per a la mesura de la intensitat de la llum
detectada i conversid en senyals eléctriques, i un sistema computacional per a I'adquisici6 i
processament de les dades espectrals. També sén molt comuns els instruments NIRS de
transformada de Fourier que utilitzen un interferometre, especialment per a longituds d'ona per
sobre de 1000 nm. Depenent de la mostra, I'espectre es pot mesurar en reflexié o transmissid.

La font de radiacié ens permet generar el feix de llum necessari per irradiar la mostra objectiu, i
el métode més utilitzat avui dia sén les bombetes de quars halogen o les bombetes
incandescents comuns. Aquestes s'utilitzen més sovint com a fonts de banda ampla (320 nm-
2500 nm) de radiacié infraroja propera per a aplicacions analitiques. Altres fonts que també es
poden utilitzar serien els diodes d'emissié de llum (LED).

Actualment al mercat hi ha diferents equips de NIR amb diferents caracteristiques. Recentment,
han aparegut instruments miniaturitzats NIR que pel seu baix cost obren un ampli ventall de
possibilitats pel control de qualitat i del procés, entre d’altres. Alguns d’aquests seran els que
s’utilitzaran en aquest treball i es descriuran posteriorment.

1.3.3. Metode d’analisi amb NIR

Les bandes de NIR normalment se superposen i condueixen a un espectre amb pics amples, cosa
que fa que I'espectre NIR d'una mostra sigui més dificil d'interpretar en comparacié amb el seu
espectre infraroig mitja. No obstant aix0, dins d'aquests espectres NIR que sén comparables en
les caracteristiques, hi ha una considerable informacié sobre I'estructura molecular i fisica de la
mostra, i aquesta informacié es pot obtenir mitjancant métodes de processament i avaluacio de
dades multivariades per analitzar la composicié de la mostra.

Com s’ha explicat amb anterioritat, els grups N-H, O-H i C-H de les molécules del producte, aixi
com d’altres més especifics, son els responsables de generar una vibracid i aportar informacio
fonamental. A la Figura 1.3 es pot apreciar com els diferents enllacos esmentats anteriorment
interaccionen en diferents espectres NIR donant com a resultat una absorbancia o una altra.

| -cH

Absorbance

11000 10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000
Wavenumber / cm!

Figura 1.3. Diversos espectres NIR i regions de longitud d'ona de les principals
absorcions moleculars Font: Bruker (2022).
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L'objectiu dels espectrometres NIR no és només mesurar el perfil espectral d'una mostra, sind
també determinar els seus components principals. Els espectres contenen informacié rellevant
sobre les propietats fisiques i bioquimiques de la mostra. Tanmateix, a causa de la complexitat
dels espectres, aquesta informacid és dificil d'interpretar i requereix temps i dedicacié per
extreure correctament els resultats. S'estan desenvolupant eines estadistiques per I|'analisi
multivariant o quantitativa per avancar en el desenvolupament de I'espectroscopia NIR (Genot
et al.,, 2014). La quimiometria es defineix com un conjunt de metodes grafics, estadistics o
simbolics que permeten la comprensid i extraccié d'informacid quimica analitica per determinar
la composicié d'una mostra.

Es basa principalment en |'analisi de dades multivariants (multidimensionals o multicanal), que
és fonamental per desenvolupar aplicacions quantitatives o qualitatives en espectroscopia, ja
que pot utilitzar matrius de dades de fins a 1000 variables (valors d'absorbancia) per mostra. En
un espectre NIR, sovint hi ha diferents regions associades amb el mateix enllag o compost (Figura
1.3). Aquesta redundancia d'informacié pot ser un avantatge ja que permet treballar en
diferents rangs espectrals, pero alhora dificulta determinar quines longituds d'ona contenen la
informacid d'interes sense utilitzar eines quimiometriques (Collell et al., 2012).

a. Pretractaments

Previ a I'obtencié dels models, els espectres acostumen a ser processats amb pretractaments
matematics per eliminar o minimitzar el soroll de fons i augmentar el senyal relacionat amb la
informacié quimica d’interes. S’ha de buscar un equilibri, ja que a I'aplicar un pretractament
majoritariament s’eliminaran sorolls i altres senyals que no aportaran informacié pero pot ser
que algunes d’aquestes siguin d’interés. Per aix0, s’ha de buscar I'equilibri entre perdre
informacid i eliminar les interferencies. No hi ha un Unic métode, cal fer comprovacions i
variacions dels pretractaments aplicats en les dades per veure quin s’adequa millor i quin donara
uns resultats més precisos. Sovint, s’'usen metodes que redueixin els efectes de dispersié de llum
(Li et al., 2020). Els métodes de pre-processat espectrals més utilitzats sén:

- Derivades: De fet, son diferéncies finites, ja que no és possible aplicar derivades
veritables perque els espectres s'emmagatzemen numeéricament com a seqiiencies de
punts de dades en lloc de funcions continues (condicions derivables). En la técnica NIR
habitualment s'utilitza la segona derivada, que permet distingir pics superposats i
redueix les diferéncies en els tipus de linealitat. La primera derivada també té aquests
efectes, perd en menor mesura.

- Mean Center: Calcula la mitjana de cada columna i la resta amb I'objectiu de disminuir
el soroll i millorar la relacié senyal/soroll.

- Multiplicative Scatter Correction (MSC): Corregeix tant l'efecte additiu com el
multiplicador. La base d'aquest enfocament és que la llum de la radiacié dispersa depen
de la longitud d'ona, enlloc de la llum que és absorbida pel compost. D'aquesta manera,
les dades de longitud d'ona es poden utilitzar per diferenciar entre I'absorcié de llum i
la radiacio dispersa. Es calcula utilitzant tot el grup experimental.
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- Standard Normal Variate (SNV): Es calcula per separat per a cada espectre, de manera
que no depen del grup inicial utilitzat en el calcul. El resultat obtingut és un espectre
transformat amb una mitjana zero i una desviacié estandard, corregit pel desplagcament
espectral al llarg de I'eix vertical.

- Detrending (DT): S'utilitza com a complement del processament SNV, ja que no pot
corregir la curvatura a la linia de base. Igual que la correccié SNV, es calcula
individualment per a cada espectre. Elimina la curvatura inicial causada per les
interaccions variables entre la humitat i els efectes de les particules.

b. Calibratge
Un bon calibratge és I'exit de la tecnologia NIR (Groenewald et al.,, 2017). Els softwares
guimiometrics han desenvolupat diferents métodes de calibratge, els més utilitzats son la
Regressié de components principals (PCR) i la Regressid per minims quadrats parcials (PLS). La
PLS es una de les tecniques més utilitzades per desenvolupar els models de calibratge. Aquest
és un metode de calibratge multivariant, utilitzat per correlacionar I'espectre NIR i el component
d'interés (Collell et al., 2010).

En aquest treball, I'analisi estadistica dels resultats es tracta a partir d’'un metode estandard
d’analisi discriminant de minims quadrats parcials o PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant
Analysis), és a dir, un métode per a la discriminacié de dades multivariants, molt utilitzat en
guimiometria. Aquest métode permet una classificacié directa multiclasse, on els resultats es
presenten d’una manera senzilla projectant la matriu de respostes. El PLS-DA és un enfocament
de regressid, on s'utilitza la matriu de caracteristiques X com a predictor i la matriu Y, amb
variables simulades, s'utilitza com a resposta. La matriu ficticia Y comprén variables categoriques
{0,1} que indiquen pertinenga a classe. Ambdues matrius estan relacionades per la regressié
PLS2. El model de regressio s'utilitza per al calcul de les respostes previstes YA, que després
s'utilitzen per a la discriminacié (Zontov et al., 2020).

c. Validacio

Finalment, el darrer pas és determinar la validesa del model de calibratge. Aquest, igual que la
resta, té molta importancia ja que un model calibrat s'ha de validar per poder estudiar el seu
poder predictiu. La validacié es realitza en mostres analitiques que estan ben distribuides en
I'interval quimic i espectral i que no s’han utilitzat en el model de calibratge. Si no és possible
dur a terme un calibratge independent, existeix un metode de validacié creuada que es pot
utilitzar per realitzar una avaluacié basica del model calibrat. Aquest és un métode per excloure
repetidament una o més mostres del procés de calibratge mitjancant el desenvolupament de
submodels i I'avaluacié del calibratge mitjancant mostres excloses. El metode de validacio
creuada valida els submodels desenvolupats.

Els métodes estadistics de validacido més utilitzats en la tecnologia NIR sén: (1) el coeficient de
determinacié (R?), que proporciona una estimacié de com de bé s'explica la variancia entre els
valors predits i els de referéncia en relaci6 amb la variancia total; (2) I'error estandard de
prediccié (RMSEP o RMSECV en validacio creuada), que proporciona informacié sobre la precisio
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del calibratge; i finalment, (3) I'estadistic RER (Range Error Rate), que és el quocient entre
I'interval de composicid de dades de referencia i RMSEcy. Segons la informacid disponible
(Celignis Limited et al., 2019), valors de RER > 4 indiquen que el model de calibratge es pot
utilitzar per a la seleccié de mostres; valors de RER > 10 indiquen que el model de calibratge es
pot utilitzar de forma acceptable pel control de qualitat; i valors de RER > 15 indiquen que el
calibratge és un bon métode per a la quantificacio (Gird et al., 2019).

1.3.4. Avantatges i inconvenients de I’espectroscopia NIR

Com tota tecnologia, I'espectroscopia NIR té avantatges i inconvenients que cal tenir en compte
per a la seva utilitzacié en la industria alimentaria.

El principal avantatge és que és una tecnologia no invasiva (en alguns casos), que permet dur a
terme analisis sense contacte amb la mostra o bé a la superficie de la mateixa. També es
considera no destructiva, ja que la regid NIR (780 — 2500 nm) treballa en nivells inferiors als
necessaris per trencar els enllacos covalents de les mostres. Addicionalment, la mostra objectiu
que es vol analitzar no requereix d’una preparacié molt complexa o sofisticada, per tant,
s’afegeix el fet de ser un métode respectuds amb el producte i amb el medi ambient, a causa de
no haver de necessitar reactius o analits per a les determinacions. Tot aix0 fa que es pugui
classificar com una técnica analitica rapida. Aixo fara que es pugui aplicar on-line en un entorn
de produccid. L'analisi permet que varis analits, ja siguin parametres fisicoquimics dels aliments
i/o altres propietats, siguin determinats simultaniament, sempre que hagin estat préviament
calibrats de forma precisa.

No obstant, existeixen alguns inconvenients que poden dificultar la seva implementacié. La
tecnologia NIR requereix I'Us de técniques de quimiometria per poder extreure la informacio,
aixi com el desenvolupament de models predictius robustos i precisos, que permetin analitzar
de forma més senzilla els resultats. També es requereix disposar d’un nombre abundant de
mostres per a poder analitzar totes les variacions del producte. Addicionalment, aquests equips
requereixen un sistema de calibratge complex i llarg, aixi com un manteniment dels models.

1.4. Aplicacid de tecnologies d’espectroscopia a la industria alimentaria

En el context dels desenvolupaments tecnologics de la industria agroalimentaria, el
desenvolupament i I'aplicacié de I'espectroscopia NIR és relativament nou. Aquesta tecnologia
va ser desenvolupada amb I'objectiu de millorar i optimitzar la productivitat general de les
industries alimentaries arreu del mén. Tal com exposen Mathiassen et al. (2011), I'evolucié
tecnologica a la industria alimentaria ha permes el desenvolupament de diverses aplicacions de
I’espectroscopia i d’analisi d’imatges basades en diferents zones de I'espectre electromagneétic.

Aguest tipus de tecnologies s’han utilitzat, per exemple, en la zona espectral de les microones o
dels raigs-X (RX). L’espectrometria de microones (EM), basada en la determinacié de les
propietats dieléctriques de les mostres, s’ha utilitzat per determinar I'activitat d’aigua i el
contingut de sal, aigua i greix en matrius alimentaries com ara el pernil curat (Bjarnadottir et al.,
2015; Fulladosa et al., 2013; Rubio-Celorio et al., 2015; Rubio et al., 2013). En la zona dels RX
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també s’han desenvolupat tecnologies que, a diferéncia de les altres, tenen la capacitat de
penetrar totalment a linterior del producte i, d’aquesta manera, permeten I'obtencié
d’informacié de les parts internes.

També s’ha demostrat el potencial de la tecnologia NIR en la indUstria alimentaria. Encara que
s’han dut a terme molts estudis centrats en I'analisi de la qualitat dels aliments, també esta
augmentant I'Gs i I'aplicacié de la tecnologia NIR en I'avaluacid i el control de la seguretat
alimentaria.

En el cas del peix i els productes de la pesca, la qualitat i seguretat alimentaria sén molt
importants, ja que sén productes molt peribles amb una vida util curta. Després de la captura i
mort del peix, es produeixen un seguit de canvis fisics i quimics post-mortem, incloent-hi la
ruptura de les estructures cel-lulars i I’autolisi enzimatica endogena, a causa del creixement de
microorganismes. Aquests processos endogens i microbians donen lloc al malbaratament del
peix. Per tant, I'avaluacio de la qualitat del peix és essencial per garantir i controlar la seguretat
dels productes pesquers durant el transport, I'emmagatzematge i la transformacié.

Els métodes tradicionals per a I'avaluacié de la qualitat del peix sén subjectius, invasius i es
realitzen en el moment de consum. Tanmateix, a partir de I'aparicié de les tecnologies NIR,
aquest problema ha minvat, fent que sigui una avaluacioé rapida, no destructiva i que es pot
utilitzar, per exemple, per a I'avaluacié en temps real de la carrega microbiologica present en
peixos (Cheng et al., 2013).

La frescor del peix és una propietat a destacar que contribueix de manera important a la qualitat.
La pérdua de frescor ve donada per una combinacié complexa de diversos processos
microbiologics, quimics i fisics. Els organismes oficials de control dels aliments i els consumidors
donen cada vegada més importancia a la detecci6 de la frescor dels peixos. Diversos
investigadors han explorat la viabilitat de I'Us de la tecnologia NIR per determinar la frescor dels
peixos (Cozzolino et al., 2002; Cakli et al., 2006; Cakli et al., 2007; Uddin et al., 2007). Basant-se
en aquests estudis, I'espectroscopia es va aplicar per a l'avaluacié de la frescor del bacalla
congelat emmagatzemat en comparacié amb la frescor determinada per técniques d’analisi
sensorial (Heia et al., 2003; Nilsen i Esaiassen, 2005). Posteriorment, Sivertsen et al. (2011) van
utilitzar un sistema VIS/NIR, equipat amb una sonda d'interaccié portatil i un espectrometre
d'imatges, i van trobar que permetia discriminar entre el bacalla fresc i congelat i avaluar-ne la
frescor d’aquest.

La congelacid i I'emmagatzematge congelat han estat ampliament utilitzats per la industria
pesquera per allargar la vida util d'aquests aliments peribles. A causa del seu alt preu i perque
en la majoria dels casos és poc probable que els consumidors percebin visualment les diferencies
després de la descongelacid, s'ha demostrat que el peix descongelat és vulnerable al frau i
I'etiquetatge fraudulent que implica la substitucio per productes congelats-descongelats. Per a
una deteccid del frau calen determinacions precises que sén molt dificils degut a que les
caracteristiques fisiques i quimiques entre el peix fresc i un peix que ha patit una congelacio
prévia, son molt semblants. Actualment, els informes oficials de control de frau es basen en
avaluacions qualitatives subjectives (per exemple, consisténcia muscular, opacitat ocular, etc.)
o bé necessiten equips de laboratori sofisticats, per exemple: analisis d'enzims, analisi de globuls
vermells, etc. (Nilsen i Esaiassen et al., 2005, Nieto et al., 2022). Els metodes fisics per discriminar
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entre peix descongelat i congelat-descongelat estan rebent una gran atencié pels seus
avantatges (rapidesa, deteccid in situ, portabilitat i alta precisid) i han estat els metodes preferits
per al desenvolupament d'analisis no destructives. Els equips NIR han mostrat eficacia pel que
fa a la diferenciacid entre peix descongelat i congelat-descongelat. La radiacidé incident
interacciona amb els teixits i retorna informacié fisicoquimica de les mostres, en forma
d'espectre, que permet classificar les mostres en funcid de si han estat sotmeses a un tractament
previ de congelacié o no. Aquesta determinacid també s’ha pogut realitzar amb altres
tecnologies com l'analisi d'impedancia bioeléctrica (BIA) i I'espectroscopia de masses (MW)
(Nieto et al., 2022).

Addicionalment, les tecnologies NIR també s’ha utilitzat per a altres usos com: mesurar I'aparicié
del rigor mortis de manera automatitzada en esturions sencers i en filets de truita (Oliveira et
al., 2004; Stien et al., 2006), i per a I'estudi i optimitzacid de processos, avaluant parametres
com el color i la morfologia de teixits (Balaban et al., 2005; Marty-Mahé et al., 2004). També
s’ha estudiat la seva aplicacio en la classificacié automatica de filets de salmé en funcié del color
(Misimi et al., 2007; Quevedo et al., 2010) o el pes (Balaban et al., 2010).

L'objectiu principal del projecte RETOS CClabel (Systems of Characterization and
Communication of the quality and nutritional composition of food for consumers and the food
industry) de I'Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA) de Monells, en el qual
s'emmarca aquest treball, és desenvolupar i avaluar sistemes capacos de caracteritzar els
aliments, a nivell de la composicié nutricional i la qualitat per a la industria i els consumidors,
aixi com sistemes per comunicar eficagment aquesta informacié al consumidor final, a través de
I'etiquetatge i els sistemes digitals, per estimular una nutricié personalitzada i una eleccio
alimentaria més racional. En aquest projecte, per tal de poder desenvolupar sistemes de
caracteritzacié dels aliments, s’"ha proposat avaluar els canvis que pateix el verat (Scomber
scombrus), abans i després de la seva congelacio, aixi com amb diferents sistemes de congelacié.
Aguests estudis es duen a terme amb diferents equips d’espectroscopia d’infraroig proper,
disponibles a I'IRTA de Monells.
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2. OBJECTIUS

L'objectiu general d'aquest treball va ser avaluar la capacitat de diferents tecnologies no
destructives, basades en |'espectroscopia d’infraroig proper (NIRS), per a discriminar entre
mostres de verat (Scomber scombrus) fresc i descongelat (sotmés a un o dos cicles de congelacié-
descongelacio) i diferents métodes de congelacid.

Per tal d’assolir I'objectiu general d’aquest treball, s’"han definit diversos objectius concrets:

a) Utilitzar la tecnologia NIR per avaluar I'efecte de diferents metodes de congelacié
(congelacio lenta a -20°C / congelacié a -80°C / congelacio rapida a -20 °C < 45 minuts)
i de I'estacionalitat (periode de captura) en el contingut d’humitat de mostres de verat
congelat i descongelat.

b) Avaluacié de la capacitat d’un equip NIR d’alta resolucié i un equip NIR low cost per
determinar si el producte de la pesca és fresc o ha estat sotmeés a un tractament de
congelacié.

c) Avaluacio de la capacitat de la tecnologia NIR per determinar si el peix ha estat sotmes

a un o més cicles de congelacio-descongelacid, mesurant en producte congelat i
descongelat.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. Mostres i disseny experimental

Les mostres de verat (Scomber scombrus) es varen comprar en una peixateria de la zona de La
Bisbal d’Emporda (Baix Emporda), procedents de la llotja de Palamds el mateix dia. Les mostres
van ser recollides el mateix dia de captura i van ser transportades en condicions de refrigeracié
fins a les instal-lacions de I'IRTA-Monells.

Per tal d’obtenir models robustos, es varen realitzar dos lots experimentals d’adquisicié
d’espectres. Pel primer lot es varen utilitzar un total de 25 peixos capturats al mes d’octubre de
2021. Pel que fa al segon lot, es varen utilitzar un total de 25 peixos capturats al mes de febrer
de 2022. A la Figura 3.1 es mostra un esquema del disseny experimental dut a terme en aquest
treball, que es descriura a continuacio.

Les mostres van ser obertes i preparades; se’ls hi van extreure el cap, aleta caudal, escames,
I’espina central i tota la part ventral, deixant-les netes, tal i com es mostra a la Figura 3.1 (A).

Seguidament, just abans de comencar la primera adquisicié d’espectres en el peix fresc, aquest
es va tallar en quadrants com es mostra a la Figura 3.1 (B), i es va retallar la part ventral. Obtenint
un total de 200 mostres corresponents a 50 peixos diferents. Cada tall es va destinar a una
mesura. Els quatre talls de cada verat es van considerar iguals en composicié i caracteristiques
del teixit muscular del peix.

Tal i com es pot veure a la figura 3.1.B, els 4 quadrants que corresponien al lot 1, van ser
classificats i distribuits per a diferents tractaments, tal com s’especifica a continuacié:

1) Part final més proxima a la cua de la part esquerra del peix, destinada a la presa de
mostres NIR en producte fresc (mostra control).

2) Part central del llom de la part esquerra del peix, destinada a la congelacid lenta a -20°C
(congelador convencional d’emmagatzematge).

3) Partfinal més proxima a la cua de la part dreta del peix, destinada a la presa de mostres
congelades a -80°C (congelador industrial).

4) Part central del llom de la part dreta del peix, portat a congelacié rapida a -20°C en un
abatedor de temperatura (SAGI, Campolungo, Italia).

En el cas del lot 2 es va utilitzar el mateix sistema de preparacié dels quadrants, pero les peces
2 i 4 dels filets eren les parts proximes a la cua mentre que les nimero 1 i la 3 formaven part del
llom central, considerant que totes les parts eren iguals.
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Figura 3.1. Esquema del disseny experimental utilitzat per I'adquisicio d'espectres NIR pel desenvolupament de models
predictius. Producte obtingut per a la realitzacio del projecte, corresponents al lot 1. A. Mostres de verat obertes i
netes. B: Mostres preparades i tallades en quadrants. Font: propia.

Per tal d’assolir els objectius plantejats es va fer una temporalitzacié de I'estudi. Aquest havia
de complir de forma metodica els temps de mostreig, essent un total de cinc setmanes. A la
primera setmana (t=0) es va fer I'analisi dels peixos frescos, acabats de recollits de la llotja i,
posteriorment, es van congelar durant tres setmanes (t=1) en qué es realitza el segon mostreig;
finalment, al cap de dos setmanes (t=2) es va tornar a realitzar el darrer mostreig. L’adquisicié
d’espectres es realitzava primerament en congelat, aquestes mostres es deixaven descongelar
en una cambra de refrigeraciéd durant 24 hores i, després, es feia una segona adquisicid
d’espectres en estat de descongelacié. Un cop realitzades les dos adquisicions d’espectres, es
tornava a congelar amb el tractament corresponent per a cada mostra.
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Com que el procés era complex, calia establir una bona codificacié de les mostres de verat

durant tot I'estudi per tal de poder ser precisos, evitar errors i tenir uns resultats adequats. El

total de mostres de peix analitzades (quadrants) varen ser 200, corresponents a dos lots

diferents. Els diferents codis utilitzats pels diferents parametres dels experiments sén els

seguents:

- Lots:
e}
o

L1: Lot d’espectres agafats a I'estiu 2021
L2: Lot d’espectres agafats el febrer-marg 2022

- Codianimal: P1, P2, P3, ..., P25.

- Codi de tractament de congelacié:

O O O O

CO: mostra control, mesures en fresc. Corresponent al filet 1.

C1: congelacié a -20°C en una cambra de congelacié. Corresponent al filet 2.
C2: congelacié a -80°C en una cambra de congelacié. Corresponent al filet 3.
C3: congelacié rapida a -20°C en un abatedor. Corresponent al filet 4.

- Temps de la mostra: tal i com ja s’ha explicat amb anterioritat, la adquisicié d’espectres

NIR es va dur a terme en tres intervals diferents per tal de que les mostres haguessin

estat sotmeses a diferents cicles de congelacié/descongelacid.

O

t=0: preparacié de les mostres, adquisicié d’espectres de les mostres fresques
(n=25), amb quatre répliques per cada mostra, processos de congelacié dels
filets. Analisi de la humitat en dos répliques de cada filet (n=75x2).

t=1: adquisicio d’espectres de les mostres congelades (n=25) pels tres
tractaments de congelacidé (n=75) en tres repliques per mostra, descongelacié
de les mostres en un cambra refrigerada a 4°C durant 24h i adquisicio
d’espectres en mostres descongelades (n=25), pels tres tractaments de
congelacié (n=75) i amb tres repliques per cada mostra. Analisi de I’humitat en
dos répliques de cada filet (n=75x2).

t=2: adquisicio d’espectres de les mostres congelades (n=25) pels tres
tractaments de congelacié (n=75) en tres répliques per mostra descongelacié
de les mostres en un cambra refrigerada a 4°C durant 24h i adquisicid
d’espectres en les mostres descongelades (n=25), pels tres tractaments de
congelacié (n=75) i amb tres repliques per mostra.

- Estat de la mostra en el moment de lectura:

O

F: Mostres fresques. Els verats acabats d’arribar de la llotja van ser netejats i
preparats per a la primera adquisicié d’espectres. Per aquesta mesura es va fer
servir la part més proxima al cap del llom dret per al lot 1 i la part més proxima
a la cua del llom dret en el cas del lot 2, sense haver estat sotmes a cap
tractament anticipat en cap dels dos casos (mostres C0). Es va realitzar un
control de temperatura per tal d’assegurar una homogeneitat en la adquisicid
d’espectres, per tal d’aconseguir mantenir el peix fresc i amb les millors
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condicions per a preservar la qualitat. La temperatura aproximada de les
mostres era de 10°C. Tot seguit, es realitzava I'adquisicié dels espectres.

o C: Mostres congelades. Les mostres en que no es van prendre mesures van ser
envasades a un buit lleuger i portades a la cambra de congelacié o a I'abatedor,
depenent del tractament que correspongués. En aquestes s’hi van estar tres
setmanes i, posteriorment, es van treure per fer les analisis. Abans de prendre
les mesures amb els equips NIR corresponents, les mostres es van pesar i es va
mesurar la temperatura. Les mostres es treien de les cambres de congelacié de
forma esglaonada per mantenir-les congelades a una temperatura més o menys
proxima al tractament que havien estat sotmeses; -20°C o0 -80°C, per no trencar
la cadena de fred i aixi poder obtenir uns espectres més fiables i rigorosos
segons el protocol establert.

o D: Mostres descongelades. Finalment, les mostres congelades que ja s’havien
analitzat s’envasaven amb un buit lleuger i es guardaven a 4°C en una cambra
de refrigeracié durant 24 hores. Passat aquest temps, es retiraven de la cambra,
es pesaven, es determinava la temperatura i s’analitzaven. La temperatura de
les mostres havia d’estar compresa entre els 4 i 10°C. Per aix0, igual que amb
les mostres congelades, les mostres es treien de la cambra de forma esglaonada
per evitar fluctuacions de temperatura. Un cop analitzades les mostres, se’ls hi
extreia 1-2 g per realitzar les determinacions d’humitat i, seguidament, es
tornaven a envasar al buit lleuger i eren congelades amb el tractament
corresponent.

Un exemple de la codificacié realitzada durant I’estudi seria el seglient: L2_P5_C3_t1_C. Aquest
consistia en un espectre d’una mostra del lot 2 (L2), de I'animal 5 (P5), amb un tractament de
congelacié a-20°C amb rampa d’abatedor (C3), durant el periode de setmana 3 (t=1) i I'estat del
filet era congelat (C).

3.2. Equips utilitzats i adquisicié d’espectres amb espectrometres visible-NIR

Per a la determinacié de la petjada espectral de les mostres analitzades, es van utilitzar dos
equips d’espectroscopia NIR diferents; un espectrometre d’infraroig proper miniaturitzat de
baix cost (SCiO 1.0) i un altre d’alta resolucio (Bruker).

3.2.1. Espectrometre NIR miniaturitzat de baix cost

El sensor SCiO 1.0 (Consumer Physics, Hod HaSharon, Israel) és un espectrometre NIR de baix
cost i de butxaca, és a dir miniaturitzat. Per tal d’adquirir un espectre, I'aparell irradia llum a
partir del capgal optic que conté la font d’il-luminacié, i aquesta és parcialment reflectida i
capturada pel sensor molecular col-locat al mateix capcal. Les condicions analitiques per al
dispositiu SCiO portatil van ser les segiients: 740-1070 nm rang espectral, resolucié de 10 cm™ i
un temps d'exploracié tipic de 2-5 s. L’adquisicio i gestio dels espectres es va realitzar utilitzant
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I'aplicacié per a telefons mobils SCiO (The Lab: Dev Toolkit for SCiO), tal com es pot veure a la
Figura 3.2.

Aguesta aplicacié descarregada al dispositiu permet una gestié de dades SCiO, ja que es basa en
un emmagatzematge al nuvol; per tant, cada espectre recollit s'envia des del sensor al telefon
mobil a través de Bluetooth, i després es puja i s’emmagatzema a la base de dades del nuvol que
posteriorment es poden editar i gestionar en linia, tal i com es mostra a la Figura 3.3. En el nostre
cas es va utilitzar un telefon Samsung Galaxy Core Prime, amb un sistema operatiu Android 5.1.1
per tal de poder controlar el sensor. El ndvol emmagatzema i recopila els models i algorismes
guimiometrics que analitzen els espectres i els converteixen en dades per al desenvolupament
de resultats.

Figura 3.2. Equip NIR miniaturitzat de baix cost SCiO i area d’analisi per I'adquisicio dels
espectres en mostres de peix. Font: Propia.

Material Sensing
Models

Figura 3.3. Funcionament de I'equip NIR SCiO. Font: Consumer Physics 2020
https.//www.consumerphysics.com/technology/

Els models quimiomeétrics funcionen a partir d’'un model linealment escalable, que permet
proporcionar un temps de resposta rapida a un nombre practicament infinit d'usuaris i
dispositius. Es van realitzar tres repliques per cada mostra, intentant evitar les zones centrals i
les de coloracié més vermellosa.
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3.2.2. Espectrometre NIR d’alta resolucio

L’espectrometre Bruker Optics Matrix-F duplex (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanya) és un
equip NIR d’alta resolucid que treballa utilitzant la regié d’infraroig mitja. L'equip es va utilitzar
amb una sonda de contacte Q410/A Nema 4 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanya) de 10
mm de diametre i amb una area d’il-luminacié de 60 mm de diametre (Figura 3.4). Els espectres
van ser adquirits en I'interval de 12000-4000 cm™ (833.3-2500 nm) amb el programa OPUS™
versid 6.0 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanya). Els espectres es van registrar realitzant 16
escanejats amb una resolucié de longitud d’ona de 8cm™ s i cada mostra es va analitzar per
triplicat. Com a resultat global, per cada mostra es van calcular els espectres mitjans.

Figura 3.4. L’espectrometre Bruker Optics Matrix-F duplex. Sonda de I'equip NIR d’alta resolucio (Bruker) i area
d’analisi. Font: Bruker (https://www.bruker.com) i propia.

3.3. Determinacio de la humitat pel metode gravimetric

En les mostres de verat tant fresques com congelades que van ser utilitzades per a la creacié de
models predictius es va determinar el contingut en humitat, que es detalla a continuacié.

El contingut d’humitat de les mostres de verat es va determinar per gravimetria, mitjancant la
dessecacié de la mostra en una estufa a 102 + 2°C fins a perdua de pes constant (AOAC, 1990).
La determinacié de la humitat és una de les tecniques més utilitzades en la indUstria alimentaria.
Aguesta determinacié consisteix en un procés on es mesura el pes d’una quantitat de producte
fresc; aquest pateix una dessecacié i, posteriorment, es torna a mesurar el pes del producte, i a
partir de la diferencia de pes es calcula el contingut d’humitat. Per a la determinacio es pesaven,
amb una balanca de precisié de quatre digits (XS204 Delta Range®, Mettler Toledo S.A.E.,
Barcelona, Espanya), aproximadament entre 1-2 g de mostra, en gresols que s’havien assecat
préviament a I'estufa i havien estat refredats en un dessecador a temperatura ambiant, d’aquest
també s’anotava el pes previ (sense mostra). A continuacid, es posaven a una estufa de
dessecacié amb circulacid per aire forgat (Digitronic, J.P Selecta S.A.U, Barcelona) a 102 + 2°C
durant 24h per assecar la mostra fins a un pes constant. Totes les determinacions es feien per
duplicat per a cada mostra.
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3.4. Analisi estadistica dels resultats

Els models predictius de classificacié es varen desenvolupar mitjancant una analisi de
classificacié PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) utilitzant el software de
Matlab® versid 7.7.0 (The Mathworks Inc., Natick, MA, EUA), tal i con s’ha descrit en I'apartat
1.2.3 (Métode d’analisi amb NIR).

Previ a I'obtencié dels models, els espectres van ser processats amb pretractaments matematics
per tal d’eliminar o minimitzar el soroll de fons i augmentar el senyal relacionat amb la
informacid quimica d’interés. Els pretractaments que es van utilitzar durant els assajos per el
desenvolupament dels models s’han explicat anteriorment a l'apartat 1.2.4. Aquests
pretractaments es van escollir perqué s'espera que les derivades eliminin I'efecte multiplicador
dels espectres, mentre que SNV s'ha concebut per atenuar els artefactes donats per la dispersid.

Anteriorment, al carregar totes les dades calia separar-ne unes per a la calibracid i les altres per
a la validacié. Aixo es va fer de forma automatica amb el software de Matlab® a partir de
I'algoritme Kennard-Stone (KS). Aquest selecciona un subconjunt de mostres del producte a
analitzar que proporcionen una cobertura uniforme sobre el conjunt de dades i inclou mostres
al limit del conjunt de dades. El metode comenca per trobar les dues mostres que estan més
allunyades utilitzant la distancia geometrica. Per afegir una altra mostra al conjunt de seleccid,
de les mostres restants, I'algoritme selecciona aquella que té la distancia de separacié més gran
de les mostres seleccionades. La distancia de separacié d'una mostra candidata del conjunt
seleccionat és la distancia del candidat a la mostra seleccionada més propera. A continuacio,
aquesta mostra més separada s'afegeix al conjunt de seleccid i el procés es repeteix fins al
nombre de mostres requerit, sent d’1/3 del total de les mostres per a calibracié i 2/3 per a la
validacié. A la practica, aix0 produeix una xarxa molt uniforme sobre el conjunt de dades. El
meétode funciona de manera eficient perque calcula la matriu de distancies entre mostres només
una vegada. Finalment, les dades seleccionades per al conjunt de calibracié sén pretractades i
s’elabora el model, que sera validat pel 66% restant de les mostres recollides.

Per desenvolupar un model predictiu que permetés complir els objectius marcats en aquest
projecte es van separar en diferents blocs d’analisi; segons I'estat (fresc, congelat i descongelat),
segons el tractament de congelacié al que s’havia sotmes la mostra, mesurant sobre peix fresc i
sobre congelat (C1, C2 i C3), i segons les vegades que havia estat congelada i seguidament
descongelada (t0, t1it2).

En els diferents models també es va calcular I'exactitud o precisio; que és una estimacio de
I'error del model i es calcula com la suma dels veritables positius (mostres classificades
correctament) i dels vertaders negatius (mostres classificades correctament) dividida pel
nombre total de mostres.

També es van realitzar diverses analisis de la variancia (ANOVA), utilitzant el programa estadistic
XLSTAT (Addinosoft, Paris, France). Concretament, es va realitzar una ANOVA d’un factor, per
estudiar |'efecte de I'estat, tractament i temps sobre el contingut en humitat final de les mostres
de verat. El model va incloure tots els factors de tractament, estat i temps, pero va excloure les
mostres fresques control equivalents a C0O i t=0.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Caracteritzacio del contingut en humitat

A la Taula 4.1. es presenten el nombre de dades utilitzades (n), els valors minims, maxims,
mitjana i desviacio estandard (DE) del contingut d’humitat de les mostres de verat fresc per cada
lot. Tal com es pot observar, el contingut d’humitat oscil-la entre el 68.34% i el 77.14%.
S’observen diferéncies significatives (p<0.05) entre els 2 lots (L1 i L2). Aix0 s’atribueix a que, tot
i que els dos lots corresponen a la mateixa espécie, els moments de captura sén diferents, el lot
1 correspon a l'estiu 2021 mentre que les mostres del lot 2 eren de I’hivern 2022. El fet d’haver-
se capturat en dos moments diferents fa que el peix no tingui les mateixes caracteristiques
composicionals, ja que majoritariament tenen un major contingut de greix quan la temperatura
de I'aigua del seu habitat és més baixa. Aixi doncs, és d’esperar que els peixos del lot 2 (capturats
a I’hivern) tinguin major contingut de greix (Celik et al., 2008). La quantitat de greix esta
directament relacionada amb la humitat, fent que el rang de variacio sigui, tal i com es veu
reflectida a la Taula 4.1., major en les mostres del darrer lot (L2).

Taula 4.1. Percentatge d’humitat de les mostres de verat fresc en funcio del lot mostrejat. Es mostren els valors de la
mitjana * desviacio estandard.

Lot n Min-max. Mitjana + DE

L1 25 68.34 - 69.20 68.77 +0.22°
Humitat (%)

L2 25 76.29 - 77.14 76.71+0.22°2

Les lletres diferents (2b¢) indiquen diferéncies significatives (p<0.05) pel lot de mostreig. Considerant L1 mostres preses
del lot 1, i L2 mostres preses del lot 2.

Seguidament, a la Taula 4.2. es presenten el nombre de dades utilitzades (n), els valors minims,
maxims, mitjana i desviacid estandard (DE) del contingut d’aigua de les mostres depenent del
meétode de congelacié utilitzat. Tal com es pot observar, el percentatge d’humitat va del 70.22%
al 75.96%. S’observen diferéncies significatives (p<0.05) entre els diferents metodes de
congelacid, destacant la diferencia predominant del producte fresc (CO) amb el que ha estat
emmagatzemat en una cambra de congelacid a -20°C (C1), les primeres presenten un contingut
d’humitat més elevat respecte les que han estat congelades a -20°C.

El fet de que les mostres hagin estat sotmeses a diferents tractaments, amb temperatures i
condicions diferents, pot provocar que les mostres tinguin una humitat diferent. En aquest
sentit, és possible que els tractaments amb una congelacié més lenta presentin una formacié de
pocs cristalls de gel perdo més grossos, que provoquen un trencament cel-lular i muscular del
peix, fent que la retencié d’aigua sigui menor un cop les mostres es descongelen. Es per a aixod
que, el tractament de congelacié a -20°C a partir d’'una rampa d’abatedor (congelacié rapida;
temperatura de -20°C en un temps inferior a 45 minuts), la humitat és significativament (p<0.05)
més alta que la congelacid lenta de -20°C, degut a la mida dels cristalls de gel. Per contra, les
mostres congelades en cambra fins a -80°C (C2) no difereixen de les mostres fresques pero
malgrat la baixa temperatura a la que s’arriba, es produeix cert dany al teixit muscular del peix
gue provoca variacions en el contingut d’humitat, perd menors que els altres tractaments.
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Taula 4.2. Contingut d’aigua de les mostres de verat en funcid del métode de congelacio aplicat a t=2. Es mostren els
valors de la mitjana + desviacid estandard.

Metode

.. Min.-max. Mitjana + DE
congelacio
o 50 73.30 - 75.96 74.63 + 0.68°
c1 100 70.22 -72.11 71.16 + 0.48°
Humitat (%) b
c2 100 72.76 - 74.64 73.70 + 0.48°
c3 100 71.49 - 73.37 72.43 +0.48°°

Les lletres diferents (2°¢) indiquen diferéncies significatives (p<0.05) per I'efecte del tractament. Considerant CO=
producte fresc, C1=congelacié a -20°C, C2=congelacid a -20°C amb abatedor i C3=congelacio a -80°C, de mostres tant
del lot 1 (L1) i del lot 2 (L2).

Finalment, a la Taula 4.3 es mostra la humitat en funcid dels cicles de congelacié-descongelacié
als que les mostres han estat sotmeses. Es presenten el nombre de dades utilitzades (n), els
valors minims, maxims, mitjana i desviacié estandard (DE) del contingut d’humitat depenent del
temps. Tal com es pot observar, els valors d’humitat oscil-len del 70.92% al 75.96%. S’ observen
diferéncies significatives (p<0.05) per I'efecte del temps de mostreig entre t=2 i la resta. Les
mostres no congelades i les congelades una vegada van mostrar percentatges d'humitat
significativament més elevats (74.63 *+ 0.68 i 73.20 *+ 0.40, respectivament) que les mostres
congelades-descongelades dues vegades (71.69 + 0.39), fet que indica un fenomen de pérdua
d'aigua durant el procés de congelacié-descongelacid. La primera congelacié-descongelacié no
presenta diferencies significatives respecte a les mostres fresques, pero si que és diferent de les
gue han estat sotmeses a un cicle de congelacio-descongelacié més.

Taula 4.3 Contingut d’aigua de les mostres de verat en funcié del temps de mostreig. Es mostren els valors de la
mitjana * desviacio estandard.

Cicles de
congelacié- n Min.-max. Mitjana + DE
descongelacié
t=0 50 73.30 - 75.96 74.63 + 0.68°
Humitat (%) t=1 150 72.42 - 73.98 73.20 +0.40°
t=2 150 70.92 - 72.46 71.69 £ 0.39°

Les lletres diferents (2b<) indiquen diferéncies significatives (p<0.05) per I'efecte del temps de mostreig. Considerant
t=0 temps de mostra inicial, t=1 passat tres setmanes des de la primera congelacié i t=2 és el temps corresponent a
la presa de mostres 2 (tres setmanes després de la congelacid). Les mostres sdn corresponents tant als dos lots (L1 i
L2).

4.2. Analisi qualitativa dels espectres

Abans de desenvolupar els models, es va fer una avaluacié qualitativa dels espectres obtinguts
de les mostres de verat sense cap pre-processat matematic de les dades. La Figura 4.1 mostra
I'espectre mitja, el maxim i el minim dels espectres obtinguts amb els dos equips: SCiO (A) i
Bruker (B) en el conjunt de les mostres de verat (fresques, congelades i descongelades). Com
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gue els intervals de longituds d’ona amb els que treballa cada equip sdn diferents, els espectres
que s’obtenen també presenten diferencies. Tot i aix0, s'observen caracteristiques comunes en
I'interval de 900 a 1020 nm, compartit en tots dos equips. Concretament, en els dos casos,
s’observa un pic al voltant de 970 nm, que esta relacionat amb la vibracié d’enllagos O-H de les
molécules d’aigua.

En els espectres obtinguts amb I'equip de baix cost (SCiO), s'observen per un costat, valors
positius que semblen estar relacionades amb els enllagos O-H, que podrien donar informacié del
contingut en aigua al muascul del peix. La primera regioé és la que engloba entre 970-1010 nm i,
amb les mesures del SCiO, un dels pics importants es troba en aquest rang. Sannia et al. (2019)
va relacionar la regié entre 960-980 nm amb el contingut d’humitat del teixit muscular del peix.
En el nostre cas, coincideix amb les mostres de peix descongelat, pero el rang espectral de les
mostres congelades podria haver patit un desplagament cap a la dreta (1030 nm), que pot ser
degut diversos factors, un d’ells els electrolits presents, provocant canvis en les bandes
d’absorcié d’aigua en I'al¢ada, amplada i posicié.
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Figura 4.1. Espectre mitja, maxim i minim dels espectres obtingsts en les mostres de verat
(fresc, congelat i descongelat) obtinguts amb els equips NIR utilit2gts: A) SCiO, B) Bruker.



Per altra banda, en els cas dels els espectres obtinguts amb I'equip d’alta precisié (Bruker),
destaquen dues bandes diferents, una primera entre 1400-1600 nm i una altra entre 1900-2100
nm. Aquesta primera banda, amb un pic mitja a 1516 nm, esta relacionada amb el rang de
longitud d’ona entre 1400-1524 nm, associat amb I'augment de I'aigua lliure del producte.
També s’han observat altres pics relacionats amb les molécules d’aigua, concretament, els pics
gue apareixen prop dels 1180, 1430 i 1930 nm, aquests es deuen a canvis vibracionals
d’estirament i combinacié d’estirament/deformacio dels enllagos O-H, respectivament (Wilson
et al., 2015).

A la Figura 4.2 es mostren els espectres obtinguts de les mostres de verat fresc i les mostres de
verat descongelat, sotmeses a un o dos cicles de congelacié-descongelacié. Tal com es pot
observar, els espectres tendeixen a agrupar-se en funcio de si les mostres sén fresques (t0) o
han estat sotmeses a un o més cicles de congelacié-descongelacid (t1it2), i la mateixa tendéencia
s’observa per SCiO i Bruker.

Diversos autors han relacionat la regid espectral d’entre 900 i 1400 nm amb els canvis
vibracionals dels enllacos O—H i C—H (Reis et al., 2017). Aquest fenomen es pot atribuir
essencialment a l'activitat de proteolisi i a la relaxacid de l'estructura lipidica durant la
descongelacid. A causa de la ruptura de la paret cel-lular i la desnaturalitzacié de les proteines,
I'alliberament d'exsudats pot afectar I'efecte de dispersid amb la mostra i la interaccié amb
I'aigua, pel que fa a la relacié entre aigua lliure i lligada. En aquest cas es troba un pic superior
en les mostres fresques respecte a les descongelades.
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Figura 4.2. Espectres mitjans dels cicles de congelacio del verat fresc, congelat i descongelat obtinguts amb els equips
NIR SCiO i Bruker. Els valors de t=0 corresponen a I’adquisicio d’espectres a la setmana 0, adquisicio d’espectres de les
mostres fresques. t=1 en la setmana 3; adquisicio d’espectres de les mostres descongelades pels tres tractaments de
congelacio. Finalment, t=2: setmana 5.

Ala Figura 4.3 s’observen els espectres obtinguts en les mostres de verat fresc i mostres de verat
descongelat, desprées d’haver estat sotmeses a diferents metodes de congelacié. Es pot observar
qgue els espectres de les mostres descongelades mostren similituds espectrals respecte les
mostres fresques (CO). Pel que fa als espectres obtinguts amb el SCiO, podem destacar la
proximitat dels diferents espectres de D1, D2 i D3, on en aquest cas, els espectres del verat
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tractat a -80°C (D2) i a -20°C amb abatedor (D3) es sobreposen, deixant una infima diferéncia
amb el producte congelat lentament a -20°C. Aquest comportament és diferent en els espectres
del Bruker, on la superposicid la trobem en les mostres congelades a -20°C, mentre que
lleugerament desplagat i amb menor reflectancia trobem les de temperatura inferior (-80°C).

Amb les dues tecnologies (SCiO i Bruker) podem observar un pic a 970 nm, relacionat amb la
vibracié d’enllagos O-H de les molécules d’aigua, tal com s’ha explicat. Aquests resultats poden
ser deguts al diferent contingut d'aigua de les mostres, ja que tal com s'ha descrit anteriorment,
s’han observat diferencies significatives entre els diferents métodes de congelacid utilitzats.
Concretament, les mostres fresques (C0), presenten un contingut d’aigua superior respecte a la
resta, fet que provoca que la reflectancia a 970 nm sigui menor, en canvi, les mostres que han
estat sotmeses a una congelacié a -20°C (D1), presenten un contingut d'aigua menor, respecte
a la resta, fet que provoca que la reflectancia a 970 nm sigui major.
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Figura 4.3. Espectres mitjans dels diferents metodes de congelacié del verat descongelat obtinguts per NIR amb els
quepis SCiO i Bruker. Els valors de D1 corresponen a les mostres descongelades després d’haver estat congelades a -
20°C, D2 ha estat sotmeses a una congelacié 6 a -80°C en una cambra de congelacié i D3 tractament de congelacio
rapida a -20°C a partir d’'una rampa amb abatedor. Mentre que CO correspon a les mostres fresques.

Finalment, a la Figura 4.4 s’observen els espectres obtinguts de les mostres de verat congelat
sotmeses a diferents meétodes de congelacié. Tal com podem observar, en les dues tecnologies
(SCiO i Bruker) els espectres de les mostres que han estat congelades a -80°C (C2)ia-20 °Camb
abatedor (C3), mostren una reflectancia major que les que han estat congelades a -20 °C (C1).
Aguests resultats poden ser deguts a canvis estructurals produits per les diferents velocitats de
congelacio del peix segons el procediment de congelacié utilitzat, que influencia la grandariaii el
nombre de cristalls de gel. En una congelacié rapida, es formen més cristalls de gel, de mida més
petita i distribuits de manera més uniforme, que en el cas d’una congelacié a velocitat lenta, fet
gue provoca menys danys als teixits cel-lulars del peix, ja que els cristalls tenen menor forga
expansiva (Zhu et al., 2013). També cal destacar que en el cas dels espectres obtinguts amb
I’equip SCiO, hi ha una desviacié del pic de I'aigua a 1020 nm, aix0 pot ser degut a canvis de
coloracié dels peixos produits per 'emmagatzematge en congelacid, provocant coloracions més
foques en la superficie del teixit muscular.
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En comparacio a la Figura 4.3, destaca la diferéncia que hi ha en absorbancia de I'adquisicié
d’espectres de verat congelat a -20°C en cambra de congelacid. En el cas anterior la similitud
entre els tes tractaments era molt més proxima, mentre que en aquest cas s’observa més
diferenciacié amb C1 que no es visualitzava anteriorment. De fet, en el cas de les mostres
descongelades, la que té una menor absorbancia és la mostra congelada amb una cambra de
congelacié a -80°C (C2), mentre que les altres dues tenen valors d’absorbancia molt semblants,
comportament contrari a I'observat en la Figura 4.4.
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Figura 4.4. Espectres mitjans del verat congelat en funcid dels diferents métodes de congelacié obtinguts per NIR amb
els equips SCiO i Bruker. Els valors de C1 corresponen a la congelacié a -20°C, C2 congelacio 6 a -80°C en una cambra
de congelacid i C3 tractament de congelacio rapida a -20°C a partir d’una rampa amb abatedor

4.3. Models de classificacio de les mostres de verat en funcié del métode de
congelacid utilitzat

Després d’analitzar qualitativament els espectres adquirits, es va aplicar un métode de pre-
processat espectral per tal de reduir el soroll de fons i augmentar el senyal. Concretament, es
va aplicar una primera derivada i Mean Center. En ambdds casos, aquest pre-processat permet
distingir els pics sobreposats, reduir les diferéncies en els tipus de linealitat, disminuir el soroll,
i millorar la relacié senyal/soroll.

La Taula 4.4 mostra els valors estadistics obtinguts amb I’equip NIR d’alta resolucio (Bruker) per
els models de classificacié després d’aplicar el pre-processat espectral. Tal com es pot observar,
el model de classificacié desenvolupat per les mostres congelades una vegada (Temps 1) té una
major precisié (84.3% d’encert global) que el model desenvolupat per mostres descongelades
una vegada (Temps 1) (66% d’encert global). Aixi doncs, la classificacié és més acurada en el cas
de les mostres que estan en estat congelat respecte les descongelades. Quan les mostres han
estat congelades i descongelades dues vegades (Temps 2), s'observa la mateixa tendéncia, la
precisié dels models de classificacié és major en mostres congelades (76% d’encert global).

No obstant, podem observar que les mostres que han estat sotmeses a dos cicles de congelacié
i descongelacié son més facils de ser detectades i, en conseqiiencia, classificades. Quan es
mesuren les mostres congelades, independentment dels cicles de congelacié i descongelacié
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gue hagin patit, la dispersié de la llum es veu afectada per I'estructura cristal-lina del gel, aquest
fet associat al contingut d’aigua que contenen les mostres de peix sera la que permetra una
classificacié més encertada. Com s’ha esmentat anteriorment, una congelacié rapida formara
uns cristalls més petits i la dispersié de la llum actuara diferent en comparacid als cristalls de gel
més grossos en una congelacié lenta, com en el cas de les mostres C1 (-20°C) i C2 (-80°C).
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Taula 4.4. Resultats de classificacio dels conjunts de calibratge i validacio de L1 i L2 utilitzant I'espectrometre Bruker quan es mesuren les mostres de verat a t=1 i t=2 congelades i descongelades.

Calibratge Validacio
Precisio
Temps | Estatdela Pretractament n | ncaL | nvaL | Lv Real | o1l ca|ca| Predisi6 | 1| 2 | c3| mitjana
mostreig mostra Predit mitjana (%) (%)
(]
Congelat laDeriv.iMean | 1o, | 100 | 51 | 9 c1 30| 1|1 17 | 2 |1
Center
c2 0|34 3 92.0 4 |10 |1 84.3
t=1
(setmana 3)
c3 0| 3|28 o| o |16
Descongelat | 2 Deriv-iMean 1 01 og 50 | 6 D1 24| 4| 4 11| 1 |2
Center
D2 5 |26 9 69.0 6 | 10 | 4 66.0
D3 3|5 |18 0| 4 |12
Congelat laDeriv.iMean | 1 0 | og 50 | 8 c1 30| 11 16| 5 |3
Center
c2 0 (31| 0 96.9 0| 122 76.0
t=2
(setmana 5)
c3 1|0 |34 1| 1 |10
Descongelat | -2 Deriv-iMean 1 o1 og 51 | 9 D1 2117 | o 10| 6 |0
Center
D2 11|25 2 77.6 5110 |0 74.5
D3 1 1 30 1 1 18

Els valors de C1 corresponen a la congelacio a -20°C, C2 congelacio 6 a -80°C en una cambra de congelacié i C3 tractament de congelacio rapida a -20°C a partir d’una rampa
amb abatedor. Mentre que els valors de D1 corresponen a les mostres descongelades després d’haver estat congelades a -20°C, D2 ha estat sotmeses a una congelacio 6 a
-80°C en una cambra de congelacid i D3 tractament de congelacio rapida a -20°C a partir d’una rampa amb abatedor.
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La Taula 4.5 mostra els valors estadistics obtinguts amb el sensor NIR de baix cost (SCiO) per els
models de classificacié després d’aplicar el pre-processat espectral.

De la mateixa manera que s’ha observat amb I'equip d’alta resolucid, els models desenvolupats
amb mostres de verat descongelat tenen una precisié mitjana més baixa (60.8%) respecte a les
mostres que es mesuren en producte congelat (94.1%). En aquest cas la diferéncia entre els dos
equips ve donada per la precisid que disposa cadascun d’aquests.

També s’observa que el model desenvolupat que presenta una pitjor classificacié és el que
utilitza mostres de verat congelades a -20°C. La técnica no ha permeés diferenciar el metode de
congelacié quan es tracta d’espectres de les mostres descongelades. Aquests es classifiquen de
forma erronia, confonent amb les mostres que han estat sotmeses a un tractament de -20°C
amb congelacio rapida (C1) amb les mostres que han estat tractades amb un abatedor (C3).

En el cas de les mostres corresponents a congelacions lentes, amb una obtencié d’espectres en
estat congelat (C1 i C2) si que son facilment diferenciables pero, al descongelar-se, pateixen
danys que generen una mala classificacid d’aquestes un cop s’obtenen i pre-tracten els
espectres. Aquest fet es pot veure relacionat amb el contingut d’aigua, com s’ha comentat, els
cicles de congelacié provoquen danys en el teixit muscularien les cel-lules, dificultant la retencio
d’aigua un cop s’han descongelat. En aquest cas, el pre-tractament aplicat per a les mostres
congelades va ser el mateix que en els anteriors, pero en les descongelades, per obtenir una
classificacié més rigorosa, es va aplicar un pre-tractament SNV on es calcula per separat per a
cada espectre, corregint I'efecte de la dispersio.

En el cas de les mostres del temps 2, presentades a la Taula 4.5 amb els pre-tractaments de
primera derivada i el Mean Center, igual que s’han tractat les dades del Bruker, s’obtenen uns
resultats molt similars i, en aquest cas, la diferencia entre mostres congelades i descongelades
és més considerable, essent del 98% i 72.5%, respectivament.

Un cop realitzats els dos models, on el factor variant és les vegades que les mostres han estat
sotmeses a un tractament de congelacid i posterior descongelacid, podem veure que en el cas
del temps 2 la precisié és major, per tant, quantes més vegades pateixen descongelacido més
danyat es veu el teixit muscular del peix i, per tant, menor retencié d’aigua, afectant aixi a la
intensitat de la senyal absorbida per I’equip NIR.

Cal recordar que per aquest estudi s’han utilitzat dos lots de peix que han estat capturats en
diferents moments de I’any, aix0 fa que hagi variacions inicials en el contingut de greix i aigua
qgue també poden interferir en els resultats. Si només es realitzés amb el lot 1 0 només amb el
lot2, la capacitat de discriminacid seria molt millor. El fet que el contingut d’aigua inicial sigui
diferent afecta a la capacitat de classificacid posterior. Per aquest motiu, és molt important
desenvolupar models robustos amb mostres procedents d’extraccions al llarg de tot I'any. Els
resultats obtinguts mostren la capacitat d’aquests sensors pero abans d’utilitzar aquesta eina
cal desenvolupar aquests models i fer una validacio externa.
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Taula 4.5. Resultats de classificacio dels conjunts de calibratge i validacio de les mostres de L1 i L2 utilitzant I'espectrometre SCiO quan es mesuren les mostres de t=1 i t=2, congelades i
descongelades.

Calibratge Validacié
Temps | Estatdela Pretractament n | ncaL|nvaL | v Real| o1 [ ca|ca| Precisi6 | ¢y | ca | 3| Precisio
mostreig mostra Predit mitjana (%) mitjana (%)
Congelat laDeriv.iMean | 4,5 | o 51 | 8 c1 31| 0|3 16| 0| 0
Center
c2 0 31| 2 90.8 0 [15] 2 94.1
t=1
(setmana 3)
c3 1|3 |27 0|1 ]17
SNV
Descongelat 149 98 51 7 D1 21 | 4 | 13 14 1 12
D2 2 27| 6 62.2 2 |14 | 3 60.8
D3 9| 3|13 113
Congelat laDeriv.iMean 1,5 | o7 s0 | 8 c1 36|10 14 | o | o
Center
c2 03] 0 99.0 0 |17 | 1 98.0
t=2
(setmana 5)
c3 0| ol30 0| 0|18
Descongelat | 12 Derv-iMean o gy 51 | 7 D1 22|27 13| 2 | 2
Center
D2 3|25 6 70.2 1 12| 4 72.5
D3 6 | 4|17 3 12|12

Els valors de C1 corresponen a la congelacié a -20°C, C2 congelacié ¢ a -80°C en una cambra de congelacid i C3 tractament de congelacid rapida a -20°C a partir d’una rampa
amb abatedor. Mentre que els valors de D1 corresponen a les mostres descongelades després de ser congelades a -20°C, D2 han estat sotmeses a una congelacié 6 a -80°C
en una cambra de congelacid i D3 a tractament de congelacio rapida a -20°C a partir d’'una rampa amb abatedor.



4.4. Model classificacid per producte fresc i descongelat de la mostra

Finalment, es va desenvolupar un model de classificacié segons I'estat de la mostra, és a dir si
aquesta ha estat descongelada i, per tant, previament congelada, o si es tracta de mostres de
peix fresc que no han estat sotmeses a cap tractament de congelacid. En aquest cas, també s’ha
utilitzat un pre-processat matematic: primera derivada i Mean Center.

A partir d’aqui, es classifiquen els conjunts de validacié respecte I'equip utilitzat. En aquest cas,
s’ha observat una precisid mitjana molt semblant, sent superior la del SCIO (amb un 97,5%),
mentre que la del Bruker és menor (93,2%). A la Taula 4.7 es pot observar que les mostres no
identificades correctament corresponen a mostres fresques que han sigut categoritzades com a
descongelades. Es doncs, que amb ambdds equips, segons el model de classificacié elaborat,
totes les mostres que han estat sotmeses a un tractament de congelacio, indiferent de les
condicions, sén classificades com a tal, mentre que les mostres fresques es poden veure
predides com a descongelades. Aquest darrer fet pot venir donat per molts factors, entre ells:
variacions en el color, humitat de la mostra, activitat d’aigua, dany cel-lular degut a la congelacio,
etc. (Sun et al., 2019).

El conjunt de fets s’han atribuit al diferent contingut d’aigua present en el teixit del peix després
de les diferents congelacions (-20°C, -80°C i congelacié rapida per abatedor a -20°C) i posterior
descongelacio (a temperatures entre 4-10°C), que produeixen canvis d’absorcié al voltant de
980 nm associats al contingut d’aigua.
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Taula 4.6. Resultats de classificacid dels conjunts de calibratge i validacio utilitzant I'espectrometre Bruker quan es mesuren les mostres segons I’estat de la mostra.

Calibratge Validacié
Tecnologia A Precisio Precisio
Classificacio g Pretractament n nCAL | nVAL| LV D F .. D F ..
NIR h mitjana (%) mitjana (%)
Predit
Bruker 1a Deriv. i Mean Center | 348 230 118 9 D 194 0 89 0
97.0 93.2
F 7 29 8 21
Estat
SCiO 1a Deriv. i Mean Center | 348 229 119 9 D 193 0 100 0
99.1 97.5
F 2 34 3 16

Els valors de D corresponen als espectres de mostres descongelades, que préviament han estat congelades amb els diferents tractaments esmentats anteriorment. Les mostres anomenades F

son les que s’han pres en estat fresc.
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4.5. Models de classificacio de les mostres de verat en funcid dels cicles de
congelacié-descongelacio

De la mateixa manera que s’ha fet a I'apartat anterior, una vegada obtingudes les dades
quimiques de les mostres utilitzades per al desenvolupament dels models predictius, es varen
analitzar qualitativament els espectres adquirits mitjangcant Matlab®. Es van provar diferents
pre-processats matematics per reduir el soroll de fons i augmentar el senyal i, finalment, es van
seleccionar els que donaven millors resultats.

Concretament, en el cas dels models de classificacié segons els cicles de congelacié-
descongelacid, desenvolupats amb I'equip Bruker com amb el SCiO, es va aplicar una primera
derivada i Mean Center, aixd permet millorar la interpretacié de les dades. A la Taula 4.6 es
mostren els valors estadistics obtinguts pel model de classificacié després d’aplicar el pre-
processat espectral.

Tal com es pot observar, la precisié de I'equip NIR d’alta resolucié és menor que la de I'equip
NIR de baix cost, obtenint un encert global del 62.7% i 95.0%, respectivament. Aquesta
diferéncia ve donada per la resolucié de I'equip.

En el cas dels resultats de classificacid dels conjunts de validacié utilitzant I'espectrometre
Bruker, podem veure que la que presenta més dificultat per ser classificada de forma correcta
és la mostra de temps 2, ja que més d’un 30% d’aquestes han estat predites com a mostres de
temps 1, mentre que les d’aquest darrer temps si que tenen major encert. Aquesta diferencia
no es tant destacable amb els resultats de classificacié obtinguts amb el SCiO.
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Taula 4.7. Resultats de classificacié dels conjunts de calibratge i validacio utilitzant I'espectrometre Bruker i SCiO quan es mesuren les mostres segons el temps

Calibratge Validacié
Tecnologia iteel Precisio Precisio
Classificacio g Pretractament n nCAL|{nVAL| LV t0 t1 t2 . to tl t2 .
NIR ) mitjana (%) mitjana (%)
Predit
Bruker taberiv.i 1 301 229 | 118 | 7 0 | 25| 6 | 4 15 | 8 | 8
Mean Center
t1 3 83 10 86.0 3 28 7 62.7
Cicle
congelacié - t2 1| 8 | 89 3 | 15 | 31
descongelacid
. 1a Deriv. i
SCiOo 348 | 229 119 9 to 34 2 0 48 3 0
Mean Center
t1 0 91 5 93.9 1 49 0 95.0
t2 0 7 20 1 1 16

Els valors de t=0 corresponen a I'adquisicio d’espectres a la setmana 0, adquisicio d’espectres de les mostres fresques. t=1 en la setmana 3; adquisicio d’espectres de les mostres descongelades

pels tres tractaments de congelacio. Finalment, t=2: setmana 5; adquisicio d’espectres de les mostres pels tres tractaments de congelacio.
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5. APLICABILITAT

Un aspecte important d'aquest projecte és I'aplicabilitat, ja que els instruments miniaturitzats
basats en espectroscopia d'infrarojos propers (NIR) sén d'especial interés pels organismes de
control i els consumidors, pel seu baix cost. Aquests instruments estan a I'abast de les empreses
alimentaries i obren un ampli ventall de possibilitats per al control de qualitat de diverses
materies primeres i productes, aixi com pel control de procés.

Els models predictius desenvolupats en aquest projecte amb el sensor NIR de baix cost poden
ser molt utils, ja que actualment ha augmentat l'interes per a la determinacié en linia de la
qualitat del peix i d'una manera no destructiva. Aquestes tecnologies poden ser molt adequades
per evitar el frau en el sector pesquer i comprovar que s’esta venent al consumidor el que
realment esta etiquetat i també permeten determinar I'estacionalitat en que s’han capturat.

Els models que s’han desenvolupat en el marc d’aquest projecte permeten determinar el
contingut d'humitat de verat fresc, congelat i descongelat. El fet de treballar amb mostres de
dos lots de peixos capturats en dos époques de I'any diferents, ha permés elaborar uns models
predictius més robustos, fent una validacié i permetent avaluar la diferéncia de contingut
d’humitat de les mostres de peix entre diferents estacions (hivern i primavera). Tanmateix, per
tal que aquests es puguin implementar en la indUstria alimentaria i que en un futur, també
puguin ser utilitzats pels consumidors, cal elaborar un model més robust amb una major
guantitat de mostres. Aquests serviran pel control del verat, evitant que sigui venut com a fresc,
tot i haver estat sotmes a algun tractament de congelacio previ.

Els equips NIR de baix cost (SCiO) poden ser Utils perque els inspectors alimentaris i els
consumidors avaluin la qualitat dels productes de la pesca i previnguin el frau alimentari in-situ.

En aquest projecte, s'han desenvolupat models predictius especifics per al verat (Scomber
scombrus), pero aquest sensor NIR de baix cost també es podria utilitzar en altres productes de
la pesca o altres aliments, només caldria realitzar un procés de calibratge especific per al tipus
producte que es vulgui analitzar.
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6. CONCLUSIONS

1)

2)

3)

Els models predictius desenvolupats amb la tecnologia NIR permeten classificar les
mostres de verat descongelat sotmeses a diferents temperatures de congelacio
(congelacio lenta a-20°C, -80°C i congelacid rapida a -20°C) amb un encert global del
81.4% i 75.2% en el cas dels equips SCiO i Bruker, respectivament.

El moment de captura del peix fa variar el contingut d’humitat de les mostres, fent que
les mostres capturades a I'hivern (Lot 1), tinguin menor contingut d’humitat que les
mostres capturades a la primavera (Lot 2).

Els models predictius desenvolupats a partir dels espectres adquirits amb un sensor de
baix cost (SCiO) i amb un equip d’alta resolucié (Bruker) permeten classificar les mostres
de verat fresc i les mostres de verat congelat de manera satisfactoria

Els sistemes NIR utilitzats en aquest estudi permeten determinar si el verat ha patit un
o dos cicles de congelacié-descongelacid. Les mostres de verat que han estat sotmeses
a un o més cicles de congelacid poden ser distribuides d’acord els parametres
corresponents, a partir del model de classificacid elaborat. Les mostres sén classificables
amb elevada precisid tant per nombre de vegades que han estat sotmeses a cicles de
congelacio-descongelacio com per estat de la mostra (fresc/descongelat).

Els equips NIR de baix cost avaluats son utils per a detectar diferents tipus de frau en
peix. Tot i aixd, cal desenvolupar models molt robustos que tinguin en compte la variacio
estacional en contingut de greix que té el verat ja que aix0 pot produir un error
significatiu en la capacitat de classificacio.

Els resultats son prometedors i fan pensar que es podria arribar a proporcionar una eina
de baix cost a les autoritats competents aixi com al consumidor per tal de detectar el
frau en temes de frescor de peix i prevenir males practiques de
congelacié/descongelacié.
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