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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la aplicacién de la espectroscopia
de impedancia para evaluar la frescura de pescado mediante el empleo de
un equipo de espectroscopia de impedancia desarrollado en la Universidad
Politécnica de Valencia. La experiencia se realizé a partir de 6 lotes de
dorada (Sparus aurata) procedentes de dos piscifactorias diferentes. Se
estudié la evolucion de diferentes parametros fisico-quimicos (humedad,
grasa, pH y N-BVT) y las medidas de impedancia (mddulo y fase a diferentes
frecuencias), durante 15 de almacenamiento en refrigeracién. Tras analizar
los resultados obtenidos mediante analisis estadisticos multivariantes
(andlisis discriminante y PLS) se concluyé que es posible utilizar esta técnica
para predecir el contenido de N-BVT en las muestras, el cual es considerado
como un indicador del deterioro del pescado. En base a estos resultados,
podemos afirmar que la técnica de espectroscopia de impedancia podria ser
utilizada como técnica de determinacion de la frescura de pescado.

RESUM

En el present treball s'ha estudiat l'aplicaci6 de l'espectroscopia
d'impedancia per avaluar la frescor de peix mitjancant I'is d'un equip
d'espectroscopia d'impedancia desenvolupat a la Universitat Politecnica de
Valencia. L'experiéncia es va realitzar a partir de 6 lots de dorada (Sparus
aurata) procedents de dues piscifactories diferents. Es va estudiar I'evolucié
de diferents parametres fisico-quimics (humitat, greix, pH i N-BVT) i les
mesures d'impedancia (modul i fase a diferents frequéncies), durant 15
d'emmagatzematge en refrigeraci6. Després d'analitzar els resultats
obtinguts mitjancant analisis estadistiques multivariants (analisi discriminant i
regressid PLS) es va concloure que és possible utilitzar aquesta tecnica per
predir el contingut de N-BVT en les mostres, el qual és considerat com a un
indicador del deteriorament del peix. En base a aquests resultats, podem
afirmar que la tecnica d'espectroscopia d'impedancia podria ser utilitzada
com a técnica de determinacio de la frescor de peix.
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ABSTRACT

In the present study, the use of the impedance spectroscopy has been
studied to assess fish freshness by using an impedance spectroscopy
equipment developed at the Polytechnic University of Valencia. The
experiment was carried out with 6 batches of seabream (Sparus aurata) from
two different farms. The evolution of different physical and chemical
parameters (moisture, fat, pH and TVBN) and impedance measurements
(modulus and phase at different frequencies) was studied during 15 days of
cold storage. After analyzing the obtained results by multivariate statistical
analysis (discriminant analysis and PLS regression), it was concluded that
this technique can be used to predict TVBN content in the samples, which
can be considered as an indicative of fish spoilage. Based on these results,
we can say that the technique of impedance spectroscopy could be used as
a technique for determining fish freshness.

PALABRAS CLAVE: espectroscopia de impedancia; frescura; parametros fisico-
quimicos; NBVT; regresion PLS; analisis discriminante



1. INTRODUCCION
Control calidad del pescado

La calidad del pescado es un concepto complejo que incluye factores
relacionados con la nutricibn, la microbiologia, la bioquimica y la
fisicoquimica. De todos ellos, a la hora de la comercializacion y consumo de
pescado, se utiliza un Unico atributo que incluye a los anteriores denominado
frescura.

La frescura hace referencia al grado de deterioro que ha sufrido el
pescado consecuencia de la accion de enzimas autoliticas enddgenas y/o
por el desarrollo de una flora de contaminacion variada. Estos cambios estan
favorecidos por la composicion quimica y el pH poco acido del musculo de
pescado. La flora contaminante se asienta basicamente sobre la piel y el
intestino, y se extiende y multiplica en otros tejidos donde existen sustancias
nutritivas adecuadas (sustratos de bajo peso molecular.: aminoéacidos,
aminas volatiles) y un pH relativamente elevado. Como resultado, aparecen
compuestos volatiles (trimetilamina, amoniaco, mercaptanos...) que
confieren mal olor al pescado, se reblandece el muculo y se oxidan los
lipidos y las hemoproteinas, modificando el color de la carne. (Pascual-
Anderson, 2000).

Para evaluar la frescura, se han utilizado tradicionalmente diferentes
técnicas, incluyendo métodos sensoriales, fisicos, quimicos 'y
microbiolégicos (Morales y col., 1996). Este tipo de pruebas tradicionales,
pese a su objetividad, tienen varias limitaciones como son la necesidad de
contar con jueces expertos cuando se utilizan pruebas sensoriales, la
destruccion de la muestra cuando se utilizan parametros quimicos o una
duracion de los analisis de mas de 2 o 3 dias, cuando se realizan pruebas
microbiolégicas. Es por esto que, con el objetivo de acortar tiempos y
abaratar costes, manteniendo la fiabilidad de los métodos tradicionales, se
estan buscando nuevas maneras de evaluar la frescura de pescado.

En este sentido, con el objetivo de desarrollar equipos de control de
calidad que se puedan implantar tanto en la industria como en laboratorios,
se esta investigando la posible utilizacién de sensores no destructivos. Estos
nuevos equipos presentarian como ventajas un andlisis de bajo coste, buena
fiabilidad, facil manejo, alta portabilidad para mediciones on-line e in-situ y
una mejora del rendimiento (Panagou et al., 2008).

Concretamente, métodos instrumentales de medida de textura y color,
analisis de imagen, espectroscopia de UV, potenciometria, y otras técnicas
como narices electronicas y la espectroscopia de impedancia, se estan
estudiando como una alternativa a los métodos tradicionales. No obstante,
pese a sus ventajas, todavia no se ha encontrado ningan método que por si
solo pueda ser propuesto para definir y medir la frescura del pescado (Barat
et al., 2008).



Impedancia

La espectroscopia de impedancia es uno de los métodos no destructivos
que pueden ser utilizados para determinar la caracterizaciéon composicional y
estructural de materiales y estructuras biolégicas. Se basa en la medicion
de la oposicion que presenta un determinado material al paso de una
corriente eléctrica y se compone de dos partes: una parte real Z
(resistencia) y una parte imaginaria Z” (capacitancia). Por tanto, debido a
que la impedancia es un valor complejo (sumas vectoriales) se opta por
expresarla como un modulo y una fase calculados a partir de los valores de
z2y2Z.

Estos valores de modulo y fase dependen del tipo de muestra, el
electrodo utilizado (material, forma, longitud, diametro y separacion), asi
como del rango de frecuencia utilizado. Por este motivo, esta técnica se
caracteriza por ofrecer los resultados del analisis como una matriz de datos,
lo cual implica que para poder evaluar estas mediadas se necesita utilizar
procedimientos matematicos avanzados, entre los que se encuentran las
técnicas de andlisis multivariantes. (Vidacek et al., 2008)

Técnicas de analisis multivariante

Se entiende por andlisis multivariante a un conjunto de técnicas
estadisticas que tratan de un modo simultdneo mas de dos variables.
Aungue se conocen desde hace mas de 20 afios, su verdadero desarrollo se
ha producido en la Ultima década, naciendo asi el analisis multivariante
actual. Con el fin de utilizar la mejor herramienta estadistica en funcién del
problema, los estadisiticos han clasificado estas técnicas en cuatro grupos
atendiendo a su objetivo: reduccién del nimero de variables, discriminacion,
prediccidn y agrupacion.

De todas ellas, las que mas aplicacion tienen en analisis de datos
procedentes de sensores quimiométricos son aquellas con capacidad de
reducciobn de la dimension. A través de estos analisis, la informacion
contenida en el niamero de variables originales (J) queda condensada en un
namero reducido de nuevas variables Zf (componentes, dimensiones,
variables latentes, constructors...) definidas como combinacién lineal de las J
variables primitivas. Estas nuevas variables Zf no son observables
directamente, estan incorrelacionadas entre si, no tienen unidades, y solo es
posible darles explicacion desde la investigacion técnica.

Objetivo

El objetivo del presente estudio fue evaluar la viabilidad de la técnica de
espectroscopia de impedancia para determinar la frescura de diferentes
lotes de dorada.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia Prima

La materia prima utilizada para el estudio fue dorada (Sparus aurata)
procedente de piscifactoria y de calibre 400-600 g. En este estudio, se
empled pescado de dos piscifactorias diferentes, denominadas a lo largo del
estudio poblacion G y poblacién E, segun su procedencia. Se denominé
poblacion G a las muestras procedentes de Interfish Aquaculture S. A.
ubicada en Larimna, (Lokrida, Grecia) y polacion E a las adquiridas en
Acuicola Marina S. A., ubicada en Burriana (Castellén, Espafia). De cada
una de las poblaciones se utilizaron 3 lotes diferentes, de manera que se
utilizé un total de 6 lotes de dorada.

2.2 Preparacién de la materia prima

A su llegada al laboratorio, las doradas fueron descabezadas,
evisceradas y fileteadas obteniendo dos filetes de cada pescado. Los filetes
se colocaron de manera individual en bolsas estériles de poliamida-
polietileno 20-60 (Verpackungen GmbH, Sulzberg, Germany), las cuales
fueron termoselladas y almacenadas en refrigeracion (4°C) durante el
periodo de estudio. Las muestras fueron analizadas periédicamente a dias 0,
1,2,5,7,9, 12y 15 de almacenamiento.

2.3 Determinaciones fisico-quimicas

Durante el periodo de estudio se
determinaron los valores de humedad,
grasa, pH y Nitrégeno Basico Volatil
Total (N-BVT). Todas las
determinaciones fisico-quimicas de las
muestras de pescado se realizaron por
triplicado.

Las determinaciones de humedad y
grasa se realizaron a partir de los
procedimientos 650.46 y 991.36,
descritos por la AOAC (1997).

La determinacion del contenido en
Nitrégeno Basico Volatil Total (N-BVT)
se realiz6 mediante el procedimiento
descrito por Malle y Tao (1987).

La medida de pH se realizé mediante
un pH-metro (Crison Basic 20+, Crison
Instruments S.A, Barcelona, Espafia)
con electrodo de puncién. Las medidas
de pH se tomaron directamente en 4
zonas del filete (figura 1).

FIGURA 1. Esquema del
un filete de dorada donde
se detallan las diferentes
zonas de puncién para las
determinaciones de pH y
de espectroscopia de
impedancia.



2.4. Medida de laimpedancia bioeléctrica

Las medidas de impedancia se realizaron utilizando un equipo compuesto
por una aplicacion software que se ejecuta en un PC y de un equipo
electronico desarrollado por el Instituto de Quimica Molecular Aplicada
(IQMA) de la Universidad Politécnica de Valencia.

La aplicacion software lleva a cabo un barrido en frecuencias obteniendo
el modulo y la fase de la matriz compleja que se esta analizando en el rango
configurado de 1 Hz a 1 MHz. EIl equipo electrénico recibe la informacién
enviada por el ordenador y genera la sefial senoidal. A continuacion se
muestrean las sefiales de tension y corriente en el electrodo y los datos
recogidos son enviados al PC . El PC recoge las muestras y lleva a cabo un
analisis de Fourier (DFT) para determinar la amplitud y la fase de la
impedancia de la sefiales de tensién y corriente en el electrodo. A partir de
esos datos, el software calcula el modulo y la fase de la impedancia de la
matriz compleja analizada para la frecuencia actual y quedan recogidos en
un fichero de datos, repitiendo el mismo proceso para el resto de las
frecuencias.
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FIGURA 2. Diagrama de bloques del equipo de impedancia

Para el estudio se utiliz6 como sensor un electrodo doble, compuesto por
dos agujas de acero inoxidable de 1 mm de diametro y 1,5 cm de longitud,
colocadas a una distancia entre si de 1 cm.

Las medidas se realizaron sobre las mismas zonas descritas
anteriormente para las determinaciones pH (figura 1) insertando
completamente el electrodo con un angulo aproximado de 45°.

Durante la medida de la impedancia las muestras permanecieron en el
interior de una caja de poliespam sobre una capa de hielo aislada por film
plastico, con el objetivo de mantener la temperatura estable en un valor
préximo a 7-8 °C, no registrandose en ningln caso oscilaciones superiores a
1.5°C



2.6 Andlisis estadistico de los datos

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se llevé a cabo
utiizando el programa Statgraphics Centurion XV (Manugistics Inc.,
Rockville, MD, USA). Mediante la herramienta ANOVA se evaluo la
significancia de las diferencias entre las medidas fisico-quimicas de las
muestras a lo largo de los dias de almacenamiento con el objetivo de
estudiar la existencia de diferencias signficativas entres los diferentes lotes,
tomando un nivel de significacion establecido de a=0,05.

Mediante la herramienta analisis discriminante, basada en la busqueda
de la combinacion lineal de las variables independientes que mejor permite
discriminar entre grupos previamente definidos (variables categoricas), se
estudio la capacidad de la espectroscopia de impedancia para diferenciar
entre poblaciones, lotes y tiempo de almacenamiento a partir de los datos de
impedancia.

Por ultimo, mediante un modelo de Minimos Cuadrados Parciales,
también conocido como Partial Least Squares (PLS), se establecié una
ecuacion para predecir el valor de las diferentes variables fisico-quimicas en
funcién de los datos de médulo y fase de impedancia. Tras la estimacion del
modelo de prediccién, se evaludé su rendimiento mediante una validacién
‘cross-validation”, la cual se basa en la separacion de los valores
correspondientes a una muestra, la creacion de un modelo con los datos
restantes, y la utilizacion de este modelo para la prediccion de la variable
que ha sido separada. El numero de componentes que se extrae es un
pardmetro importante en un modelo PLS, de manera que solo se
investigaron aquellos modelos construidos con un ndmero de componentes
inferior a 10. Por otra parte, con el objetivo de optimizar el modelo, para cada
uno de los analisis, se utilizaron varios métodos de estandarizacion como
son la centralizacion, el autoescalado y la transformacién logaritmica
(Goémez-Carracedo et al., 2007)



3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de la materia prima

En la tabla 1 se muestran los valores de humedad, grasa, N-BVT y pH
promedio de las cuatro zonas, de las muestras frescas procedentes de los

diferentes lotes.

TABLA 1. Caracterizacion de la materia prima

Poblacion  Lote Humedad Grasa N-BVT pH*
G 1 72,78+1.34* 597+1.15%  16.08+1.042  6.20+0.05°
G 2 73,21#2.00°  5,39+0.09%  16.93%1.94*  6.31+0.05"
G 3 73,3240.60°  7,07+0.542  19.47+1.06°  6.10+0.06°
E 1 68,94+3.37°  10,43+1.5b™  18.96+0.08°  6.02+0.07°
E 2 69,93+0.96°  11,30+1.03°  18.80+0.00™  6.20+0.052
E 3 69,84+0.43"° 9,58+0.21°  18.89+0.16°  6.08+0.06°

*k%k

*k%k

*

*k%

Letras iguales en una misma columna indican la pertenencia a grupos homogéneos.
*0.05>p>0.01; *** p<0.001
L valor promedio de pH para las 4 zonas de estudio

Los valores obtenidos en la caracterizacion fisico-quimica de la materia
prima coinciden con los datos obtenidos por otros autores para esta misma
especie y sistema de cria (Kyrana et al., 1997; Cakli et al., 2007; Orban et
al., 1996).

Para comprobar la existencia de diferencias significativas en funcion del
lote de pescado, se realiz6 un analisis de la varianza simple (ANOVA),
considerando como variable cada uno de los pardmetros fisico-quimicos y
como factor el lote analizado. El andlisis estadistico mostré la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los lotes pertenecientes a las dos
poblaciones de estudio en cuanto a los valores de grasa y humedad, de
manera que las muestras procedentes de la poblacién G presentaron valores
significativamente superiores en humedad y menores en grasa que la
poblacién E. Las diferencias en el contenido de lipidico podrian atribuirse a
diferentes aspectos relacionados con la edad del individuo, climatologia,
alimentacion,... Estas diferencias podrian condicionar las diferencias en el
contenido en humedad, ya que en el pescado, el contenido en humedad y
grasa estd directamente relacionado, de manera que en su conjunto
constituye aproximadamente un 80% del total de la composicién del mismo
(Belitz y Grosch, 1997). Asi, un aumento en el contenido graso se produciria
a expensas de una reduccion del contenido en agua, por lo que existe una
correlacion inversa entre el contenido en humedad y grasa.



En el caso del contenido en N-BVT, se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes lotes, aunque estas diferencias no se
asocian a la existencia de dos poblaciones. Por otra parte, considerando que
la concentracion de N-BVT en pescado recién capturado oscila entre los 5y
los 20 mg/100 g, que niveles de 30-35 mg/100 g son generalmente
considerados como el limite de aceptacién para pescado almacenado en
hielo (Connell, 1995; Huss, 1995), y que todas las muestras analizadas se
encontraban por debajo de este limite, se pudo afirmar que atendiendo a
este parametro, todas las muestras presentaban un rango de frescura
aceptable en el momento del andlisis.

Respecto al valor de pH promedio de cada uno de los filetes, el andlisis
estadistico mostré la existencia de diferencias significativas entre los
diferentes lotes (p<0.001). Cuando se analiz6 el pH diferenciando entre las 4
zonas donde se tomaron las medidas, descritas en la figura 1, se observo
que el valor de pH en los lotes frescos depende de la zona de puncion, de
manera que en la zona 1 (zona préxima a la cabeza) presenta mayores
valores de pH que el resto de zonas. No se encontraron diferencias
significativas en los valores de pH del resto de zonas (Figura 2).
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FIGURA 3. Valores de pH (media + SD) de los diferentes lotes en cada una
de las 4 zonas de puncién.

3.2 Evolucion de los parametros fisico-quimicos a lo largo del estudio
de almacenamiento

Durante el estudio de almacenamiento en refrigeracion se determinaron
los valores de humedad, grasa, pH y N-BVT para cada lote. No se
observaron diferencias significativas (p<0.05) para los parametros de
humedad y grasa durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion.



Los valores de pH permanecieron practicamente estables durante todo el
periodo de estudio, oscilando entre 6,0 y 6,2 en los filetes de la poblacion E y
entre 6,2 y 6,4 los filetes de la poblacién G (Figura 4). Estos valores se
consideran normales para la etapa post-mortem, ya que, aunque en general
el valor tipico de pH del pescado vivo esta alrededor de 7,0, después de su
captura este valor desciende a 6,2 — 6,5 por el acumulo de acido lactico en el
musculo (Huss, 1995; Pascual Anderson, 2000). Posteriormente, vuelve a
aumentar de forma gradual debido a la produccion de metabolitos alcalinos
de origen bacteriano. Por ello, tal y como han sefialado diferentes autores,
existiria una relacion directa entre los valores de pH y los recuentos de
microorganismos totales (Kyrana y Lougovois, 2002). No obstante, hay que
destacar también que, respecto a los valores de pH de dorada fresca
consultados en bibliografia se observa cierta variabilidad (Cakli et al., 2007,
Kyrana y Lougovois, 2002; Orban et al., 2002), lo que confirmaria que el pH
del masculo de pescado depende de multiples factores y por tanto, son
posibles estas diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los
valores de pH de las diferentes poblaciones.
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FIGURA 4. Grafico de interaccion e las variables dia y lote en el valor de
pH (promedio e intervalos LSD de Fisher)

Cabe destacar también la interaccion existente entre el valor de pH y la
zona de medida de la misma. En la figura 5 se muestra como a partir del dia
0 de almacenamiento, para el cual era la zona 1 la que presentaba un valor
de pH significativamente mas elevado que el resto en cada uno de los lotes
(figura 3), se produce un cambio, y son los valores de la zona 3 superiores a
los de las zonas 1y 2 y zona 4, respectivamente. De esta manera, podemos
decir que es la zona proxima a la cola es la que mayores aumentos de pH
presenta respecto a la materia prima fresca, seguidos por las zonas
musculares del centro de la pieza y la zona proxima al vientre. Asi,
podemos decir que es la zona de la cola la que se degrada mas
rapidamente, pues es la que antes empieza a acumular metabolitos
alcalinos.

10



6,6 7 Zoha
65
64

63

pH

62

AR

4

61 |- A7 - S i

Lt
ol

6,0 0 1 1 5 7 9 12 15

FIGURA 5. Gréfico de interacciéon de las variables zona y dia en el valor de
pH (promedio e intervalos LSD de Fisher) a lo largo del periodo de
almacenamiento para las 4 zonas de medida

Respecto al contenido en N-BVT, tal y como se observa en la figura 6, los
valores permanecieron practicamente estables durante los primeros dias de
estudio. Sin embargo, a partir del dia 5 de almacenamiento, el contenido en
N-BVT empieza a aumentar progresivamente, siendo este aumento mas
acusado para las muestras procedentes de Grecia. Por otra parte,
considerando que el limite legal de aceptacion para el N-BVT establecido
por la Unién Europea (CEE, 2005) para pescado fresco es de 30 mg N/100 g
pescado (linea horizontal en la figura), podemos decir que, mientras que las
muestras de la poblacion E serian aptas para el consumo durante todo el
tiempo del estudio, algunas muestras de la poblacién G quedarian fuera del
consumo antes de la primera semana de almacenamiento. Estas diferencias
de comportamiento de la poblacion G respecto a la E, podrian deberse a
posibles dafios o contaminacion cruzada durante la manipulacion o
transporte, una rotura de la cadena de frio o a llevar varios dias en
almacenamiento antes de la venta.
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FIGURA 6. Evolucion del contenido en N-BVT (media y SD) durante el
almacenamiento

11



3.3 Caracterizacion de la materia prima mediante la medida de su
espectroscopia de impedancia

En las figura 7 se muestran las curvas tipicas de médulo y fase obtenidas
en la medida de espectroscopia de impedancia para cada una de las 50

frecuencias ensayadas.
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= 1000 L 59
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o] 1000000 -80
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FIGURA 7. Representacion de las curvas tipicas de modulo (a) y fase (b)

A partir del conjunto de datos obtenidos durante la medida de impedancia
de los lotes en su dia 0, y utilizando un analisis discriminante en el cual se
incluyé como factor de clasificacion el lote y como datos los 50 valores de
modulo y fase de modulo y fase obtenidos en cada una de las medidas de
impedancia, se evalu6 la capacidad de la técnica de espectroscopia de
impedancia para diferenciar entre los filetes de las dos poblaciones de
pescado utilizadas en el estudio. En la figura 8 se puede observar como la
Funcion 1 determiné la agrupacion de los lotes en dos grupos diferenciados,
coincidiendo estos grupos con las poblaciones G y E de nuestro estudio.
Dentro de cada una de estas dos poblaciones, la Funcion 2 permitié la
diferenciacion entre cada uno de de los lotes de ambas poblaciones.

2 1 Lote
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™ L
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FIGURA 8. Representacion de las dos funciones discriminantes para las muestras
de dorada en funcion del lote.
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Estos resultados coinciden con las diferencias encontradas en los analisis
de humedad y grasa sobre la materia prima (tabla 1), donde se observaba
que las muestras pertenecientes a la poblaciéon G son homogéneas entre si,
tanto para humedad como para grasa, mientras que las muestras de la
poblacion E se agrupan en un solo grupo atendiendo a los valores de
humedad, pero en dos segun la cantidad de grasa.

El efecto de la zona donde se toma la medida sobre los valores de
moédulo y fase registrados se evalu6 mediante un analisis discriminante,
donde se introdujeron todas las frecuencias de modulo y fase obtenidas para
la caracterizacion de los filetes frescos de cada uno de los lotes por
separado, comprobandose la posibilidad de diferenciar cuatro grupos. En la
figura 9 se muestran los resultados del analisis discriminante para el lote E1.
En ella se observa que la zona 1 es la mas alejada del resto. Estos
resultados coinciden con los observados en la figura 2, donde se muestra
como es la zona 1 la que presenta valores de pH mas elevados. Por otra
parte, se puede observar como los valores de las zonas 2 y 4 se presentan
préximos, y que el lote 3 puede relacionarse con el lote 1 atendiendo a la
funcién 2. Resultados similares se observaron en los andlisis discriminantes
del resto de lotes analizados.

6 _Y T T T - - T - - r_
C 1 Zona
o 3 ]
—_ 4 r @1 1
S L
=2 20 12
O © r
g% 0 C - . 3
L& : :
2 -2 4@ 1. 4
-4 F .
i 02 ]
-6 £ ‘ . ) T
-6 -3 0 3 6 9
Funcién 1

(Varianza: 100%)

FIGURA 9. Analisis discriminante de los valores de impedancia en funcién de la
zona de medida

3.4 Evolucion de las medidas de impedancia (médulo y fase) durante el
almacenamiento

En la figura 10 se presenta un analisis discriminante construido a partir de
los datos de mddulo y fase de impedancia obtenidos en las medidas de las
muestras de las poblaciones G (f.10a) y E (f.10b) en cada uno de los dias de
analisis del estudio. Como se observa, en ambos casos es posible, a partir
de las dos primeras funciones discriminantes, establecer tres grupos en
funciébn de los dias de almacenamiento que tienen las muestras. No
obstante, esta separacion es mas clara en la figura 10b, en la cual ademas
es posible la agrupacién entre dias independientemente del lote evaluado.
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FIGURA 10. Gréafica de funciones discriminantes de los valores de
impedancia en funcion del dia de almacenamiento para la poblacion G (10.a)
y E (10.b)

Este hecho podria atribuirse a que las muestras pertenecientes a la
poblacién G, hubieran sufrido algin dafio o rotura de la cadena de frio
durante el transporte o presentaran un mayor tiempo post-mortem en el
momento de la compra, lo cual explicaria el mayor contenido en N-BVT vy el
hecho de superar antes el valor de 30 mg de N/100g de producto.
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Por otra parte, y atendiendo a los resultados mostrados en la figura 10.b
para las muestras de la poblacion E, se puede decir que la clasificacion en
tres grupos atendiendo al tiempo de almacenamiento, puede tener relacion
con los cambios estructurales que sufren las muestras de pescado, y que
han sido descritas por otros autores. Caballero et al (2009) comprobaron que
durante los dos primeros dias post-mortem la estructura muscular se
mantiene intacta. A partir del segundo dia la adhesion entre fibras disminuye
y se produce un desprendimiento de las miocomiatas. Por ultimo a partir del
dia 4, y se produce una desintegracion del musculo provocada por la ruptura
y pérdida de las membranas celulares de las fibras. A partir del dia 10, y
particularmente a partir del dia 14 de almacenamiento, estos cambios
comienzan a ser mas evidentes. Todos estos cambios son consecuencia de
los cambios bioquimicos y estructurales que sufre el pescado tan pronto
como es capturado y muere por parte de dos principales agentes de
alteracion: enzimas y bacterias enddgenas. Los efectos resultantes se hacen
aparentes en diferentes momentos, pudiendo distinguirse dos fases que se
solapan. La primera es la autolisis, que pude ser considerada, en un sentido
pasivo, como una pérdida de frescura, esto es, como una alteracién
consecuente con la rotura del equilibrio de las funcionas metabdlicas del
pez; mas tarde, la actividad bacteriana produce los efectos mas
pronunciados de una alteracion evidente y finalmente el pescado se vuelve
incomestible. (Davis, 1995)

La capacidad comprobada de la espectroscopia de impedancias para
evaluar e identificar estos cambios producidos durante el deterioro del
musculo de pescado durante del almacenamiento, puede deberse a que con
el aumento del deterioro muscular causado por los microorganismos o
enzimas, la concentracion de productos metabdlicos iénicos disueltos
aumenta, y esto tiene como efecto un aumento de la conductividad, y por
tanto una disminucién de la impedancia del sistema (Marshall and Wicss-
Lehig, 1997).

3.5 Obtencién de modelos PLS para establecer la relacién entre
impedanciay pH, dias de almacenamiento, N-BVT

Para cada uno de los diferentes pardmetros considerados en este
estudio, se obtuvieron diferentes modelos de prediccion PLS. Los
procemientos PLS estan diseflados para construir un modelo estadistico que
relaciona multiples variables independientes con mudltiples variables
dependientes. Actualmente, este es uno de los procedimientos mas utiles
para predecir una variable respuesta a partir de muchos factores, siendo una
de sus aplicaciones mas estudiadas la de establecer modelos empiricos
basados en la correlacion de datos de referencia con otros de dimension
superior, mostrando una fuerte correlacion entre ellos y permitiendo predecir
asi una propiedad de interés (fisica, quimica o sensorial) (Helland, 2001;
Bajwa et al., 2009)
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Los diferentes modelos se construyeron a partir de la selecciéon de
diferentes variables: totalidad de médulos y fases, soélo los médulos, sélo las
fases, solo algunos rangos de frecuencia, y aplicando o no tanto el auto-
escalado como la transformacion logaritmica de las variables. De todos ellos,
se seleccion6é el modelo de prediccion que mayor variabilidad recoge,
atendiendo a los valores de R? y Press de cada uno de los anélisis.

El valor de R? indica el porcentaje de la varianza que es explicado por el
modelo, mientras que el valor Press hace referencia a la suma de cuadrados
de los errores de la prediccion para la variable, y se corresponde con la
desviacién al cuadrado entre el valor observado y estimado. Se considera un
buen modelo aquel que minimiza el valor de Press. No obstante, por el
principio de parsimonia, el cual concluye que si existen dos modelos que
solucionan el problema planteado de forma no significativamente diferente
es preferible elegir aquel que sea mas sencillo por ser mas facilmente
interpretable y reducir los riesgos de sobreajuste a la muestra, y por tanto se
deberia buscar aquel modelo que contenga el menor numero posible y
componentes y que no difiera demasiado del valor minimo Press. (Valencia
et al., 2003).

TABLA 2. Resultados de las regresiones PLS

PLS-C Calibracion Prediccion
R? Press R?
Dias 10 0.54 2896 0.33
Humedad 8 0.62 852 0.53
Grasa 8 0.66 534 0.59
pH 7 0.45 1 0.38
N-BVT 8 0.79 5106 0.72

PLS-C Numero de componentes considerados en el modelo PLS

En la Tabla 2 se muestran los valores de R? y Press, tanto de calibracién
como de prediccién, de los modelos seleccionados para la descripcion de
nuestras muestras. Estos modelos fueron construidos considerando todos
los valores de médulo y fase para cada una de las frecuencias ensayadas
una vez autoescalados. En algunos casos, la utilizacion exclusiva de valores
de moédulo o valores fase, supusieron un mejora del R? de prediccién hasta
en un 4%. No obstante, con el objetivo de estandarizar los procedimientos,
se ha preferido operar de modo semejante con todos los parametros.

Como se observa, el parametro para el cual se ha encontrado una mejor
correlacion con las medidas de impedancia fue el porcentaje de N-BVT,
(R? de prediccién = 0.72) (Figura 11). En menor media se ajustaron los
porcentajes de humedad, grasa, dias de almacenamiento y pH. De esta
manera podemos decir que la evolucion de la impedancia se correlaciona,
sobre todo, con la degradacion del musculo del pescado durante el
almacenamiento.
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FIGURA 11. Comparacion de los porcentajes de N-BVT determinados
analiticamente con los predichos por el modelo PLS

Por otra parte, los valores iniciales de grasa y humedad propios de cada
una de las muestras, parecen no afectar a los modelos de prediccion del
deterioro, atendiendo al escaso porcentaje de variabilidad que se puede
explicar mediante un modelo PLS y a que la introduccién de estos datos en
la construccion de los modelos de prediccion de N-BVT no modifican el
ajuste del modelo obtenido.

Cuando los mismos andlisis estadisticos se realizaron diferenciando las 4
zonas diferentes de de puncion, se observé que para todos y cada uno de
los parametros analizados la R?, tanto de calibracién como de prediccion,
disminuy6 mientras que los valores de Press aumentaron, y el nimero de
componentes extraidos disminuyd, llegando en algunos casos hasta 1. De
esta manera, el tratamiento de los datos diferenciando entre las cuatro zonas
de medida simplifica los modelos obtenidos, aunque hace que se pierda
parte de la varianza explicada, pudiendo esto ultimo deberse a que con la
disminucién del nimero de valores con los que se construye el modelo, éste
pierde potencia de ajuste y de prediccion.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la capacidad de
utilizacion de la espectroscopia de impedancia como herramienta de
prediccion de la frescura de pescado. No obstante, antes de proponer este
equipo como una alternativa ante los métodos de evaluacién tradicionales,
cabria optimizar el protocolo de medida de la espectroscopia de impedancia
mediante la optimizacion de los rangos de frecuencia utilizados y el
desarrollo de nuevos electrodos, lo que podria mejorar el ajuste de los
modelos PLS.

Por otra parte, se ha comprobado la necesidad de distinguir entre las
diferentes zonas del filete a la hora de realizar la puncién de los electrodos
de impedancia, ya que los valores de impedancia obtenidos dependian de la
zona donde se realiz6 la misma.

Como continuacion del estudio se propone incluir otros indices de
deterioro del pescado como la determinacion del contenido en aminas
biégenas, la medida de las propiedades mecénicas, el analisis sensorial o
recuentos microbiol6gicos, y establecer su relacion con la impedancia. Por
otra parte, cabria estudiar la eficacia del equipo de impedancia para evaluar
los cambios en la calidad de la dorada tras el tratamiento de congelacion, ya
gue ha sido demostrado que los principales dafios en los tejidos durante la
congelacion se relacionan muy bien con las caracteristicas de impedancia de
los tejidos (Tian-Hua et al., 2004)
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