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Resumen

La estimacion de la frescura en pescado es esencial
tanto desde el punto de vista de la seguridad como de
la aceptacion por parte del consumidor. En este
trabajo se realiza un estudio preliminar de la
estimacion de la frescura de sparus aurata mediante
técnicas hiperespectrales en el rango del SW-NIR y
analisis multivariante. La adquisicién de imagen se
ha realizado en el ojo del pescado, del cual se ha
hecho una segmentacion espacial permitiendo
estudiar separadamente los espectros del iris de los
de pupila. El andlisis por minimos cuadrados
parciales (PLS) realizado demuestra que aunque
ambas zonas pueden ser aptas para la estimacion de
frescura, la pupila presenta mejores resultados.
Concretamente se han obtenido unos resultados de
R? de 0.93 de validacién cruzada con una dispersion
en la estimacidn cuantitativa de +1 empleando la
informacion proveniente de la pupila. Estos
resultados justifican la hipotesis de que las diferentes
zonas del ojo aportan informacién hiperespectral
diferente y que una segmentacién espacial precisa
puede mejorar los resultados para la estimacion de
frescura de la dorada.

Palabras Clave: SW-NIR; PLS-DA; Frescura;
Sparus-aurata

1. Introduccion

Durante las Gltimas décadas se ha producido un gran
avance en la utilizacion de la vision por computador
a lo largo de toda la cadena de produccion en el
sector agroalimentario. Empezando desde la
agricultura de precision en el campo, granjas o
piscifactorias [1, 2 y 3], pasando por el control de
calidad de la materia prima y del producto [4], e

incluso el control de procesos en la industria de
procesado [5].

Concretamente a nivel de control de calidad, estimar
la frescura en los alimentos es esencial desde el punto
de vista tanto de la seguridad como de la aceptacién
por parte del consumidor. Esto es especialmente
critico para el pescado debido al rapido deterioro que
sufre cuando no esta procesado. Sin embargo, estimar
la frescura del pescado es complicado debido a que
depende de diferentes atributos microbiolégicos,
bioguimicos y fisico-quimicos. Es por ello que se
utilizan una serie de indicadores de diferentes
propiedades del pescado para su estimacién [6]. En
este trabajo se va a estimar la frescura del pescado
dorada (Sparus Aurata) interpretando la frescura
como el tiempo que ha transcurrido desde que los
pescados son sacrificados. Se ha realizado el estudio
en dorada debido a que se trata de una especie comun
en el Mediterraneo y muy apropiada para la
acuicultura extensiva por su alto precio en el
mercado.

Existen muchas propuestas para la estimacion de
frescura en dorada empleando diferentes técnicas
como sensores potenciométricos [7], narices
electronicas [8], impedancia eléctrica [9] o vision
por computador [10].

En este trabajo se va a abordar el problema mediante
técnicas de visiébn por computador basadas en
imagenes hiperespectrales. Estas técnicas combinan
las ventajas de las ampliamente usadas técnicas de
vision 2D con la detallada informacion que
proporcionan las técnicas espectroscépicas. En los
altimos afios, este tipo de técnicas se han aplicado
con éxito como alternativa a los métodos analiticos
tradicionales [11]. También se han realizado estudios
especificamente para la estimacion de frescura y de
la vida util tanto en carnes [12] como en pescados
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[13], [14] en el rango del visible y del infrarrojo
cercano de onda corta (SW-NIR).

Los trabajos previos de [14], [10] sefialan que existen
zonas del pescado especialmente indicadas para la
estimacion de frescura donde se obtienen mejores
resultados. Entre estas zonas destacan los ojos que es
donde se van a realizar las medidas en el presente
estudio.

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio
preliminar para confirmar o rechazar la hipétesis de
gue existan zonas en los ojos de las doradas en las
cuales la informacion hiperespectrales en el rango del
SW-NIR permita estimar de forma rapida y no
destructiva la frescura de la dorada empleando
estadistica multivariante.

2 Materiales y métodos

2.1  Descripcidn del estudio

En este estudio se utilizaron 24 muestras de doradas
(Sparus Aurata) provenientes de una piscifactoria.
Las muestras fueron adquiridas 24 horas post-
mortem y fueron sacrificadas sumergiéndolas en
hielo.

No se realizd ningun procesado a las muestras y
durante el estudio fueron almacenadas en bandejas
tapadas con film y refrigeradas en una nevera a 4°C.

Para establecer un pardmetro de frescura inicial se
decidio elegir productos de diferentes lotes, pero con
el mismo periodo de caducidad. Se adquirié imagen
en los dias 0, 1, 3 y 6. Los analisis destructivos se
hicieron los mismos dias. En cada fecha de
adquisicidn, se utilizaron 2 muestras para los anélisis
destructivos. Las muestras fueron escaneadas por
ambas caras con el equipo hiperespectral.

2.2 Andlisis destructivos

Los analisis destructivos realizados para conocer el
estado de las doradas fueron: PH, nitrégeno total
basico volatil (NTVB) y el humor vitreo. Todos los
analisis destructivos se realizaron por triplicado
después de la trituracion y homogeneizacion de las
muestras excepto para el humor vitreo que se realizé
extrayendo el humor vitreo de los ojos de las
doradas.

2.3 Sistema de adquisicién hiperespectral

El sistema de adquisicion hiperespectral que se
utiliz6 fue una cdmara CMOS Photonfocus MV1-
D1312 40gh 12 (Photonfocus AG, Lachen, Suiza) y
un filtro SpecimImSpector V10 1/2” (Specim
Spectral Imaging, LTD., Oulu, Finlandia) que
funcionan como una cdmara hiperespectral lineal en
el rango del SW-NIR. Se utiliz6 un sistema de
iluminacién estable a lo largo de todo el espectro de
trabajo mediante el foco comercial ASD illuminator
(ASD Inc, Boulder, EE. UU).

La posicion relativa de la iluminacion y la camara
respecto a las muestras permanecié constante para
preservar las condiciones de adquisicion a lo largo
del estudio. La distancia entre el foco y la muestra
fue de 0.525 m para asegurar que no modificara la
temperatura de la misma. La cAmara se encontraba a
una distancia de 0.225 m respecto a la muestra. Las
imégenes se adquirieron a una temperatura ambiente
constante de 21 °C.

lluminante
ASD
llluminator

Céamara CMOS
Photonfocus

Filtro
Specimins
pector V10

Figura 1: Esquema del sistema de adquisicion
hiperespectral

La imagen obtenida se compone de 256 niveles de
gris (8 bits). El espectro obtenido por reflectancia
tiene un rango de 400 a 1000 nm divididos en 53
valores lo que resulta en una resolucién de 11.2 nm.
La resolucion espacial fue de 1312 pixeles que unido
a la distancia de trabajo que se utiliz6 da una
resolucién espacial de 0.5 pixel/mm.

Se controlé la cdmara mediante un programa propio
desarrollado en el lenguaje C++ utilizando el entorno
de desarrollo proporcionado por Photonfocus.
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2.4 Segmentacion espacial

En este estudié se adquirieron las imagenes de la
zona del ojo posicionando las muestras de forma
manual. Ademas, se realiz6 una segmentacion del ojo
en pupila e iris y se analizaron por separado.

La segmentacion de la pupila y el iris se realiz6
mediante el analisis del espectro en la banda de
longitud de onda 700 nm correspondiente al color
rojo tal y como se puede observar en la figura 2a) y
2b). El algoritmo de deteccién del ojo se basa en la
aplicacion del filtro de Savitzky-Golay [10] para
suavizar el espectro y realizar el célculo de la primera
derivada para detectar cambios fuertes de pendientes.
Ademas se presupone que la muestra esta centrada de
forma que la pupila del ojo se encuentre cerca del
punto medio de la linea adquirida por el equipo
hiperespectral.

El algoritmo aplicado para la deteccion del ojo fue el
siguiente:

1. Se calculd el valor de intensidad medio del
espectro (m).

2. Se aplico el filtro de Savitzky—-Golay de
primer orden y primera derivada.

3. Se recorre la primera derivada del espectro
desde el centro de la funcion hacia afuera
por ambos lados hasta que se detecta un
cambio de pendiente positivo por ambos
lados.

4. Se comprueba que el espectro a
continuacion de los puntos de inflexion
supera el valor m en cuyo caso estos dos
puntos (p; y p») delimitan el espectro de la
pupila, en caso contrario se vuelve al paso 3
y se sigue recorriendo la derivada del
espectro hasta el siguiente.

5. Se sigue recorriendo la primera derivada del
espectro hasta los siguientes cambios de
pendiente positivos por ambos lados (i, y iy)
y se comprueba que los valores del espectro
en el intervalo [i;, p;] y en el intervalo [iy,
p.] sean mayores que m. Estos intervalos
definen el espectro correspondiente al iris.
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Figura 2: a) Imagen de dorada con las zonas de
interés a segmentar b) espectro a los 700 nm sobre el
que se realiza la segmentacién espacial

2.5 Procesado de la imagen hiperespectral

Se realiz6 una calibracion de reflectancia con el
proposito de normalizar la no linealidad del
iluminante a lo largo del espectro y eliminar posibles
ruidos constantes. Esto se realiz6 capturando un
patrén con un alto coeficiente de reflexién en el
rango de trabajo, llamado “blanco” y otro patrén
“negro” que consistio en adquirir una imagen con el
objetivo de la cAmara tapado para eliminar el posible
ruido que tenga la cdmara. Una vez obtenidos estos
dos patrones se utilizé la ecuacion 1 [11] para
calcular el espectro rectificado.

rR-1=N )
B-N

Donde | es la intensidad del pixel de la muestra, N es
la intensidad del patron negro y B la del patrén
blanco.

Ademés, los espectros se normalizaron a media 0 y
desviacion estdndar 1 para su posterior procesado
estadistico.
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2.6 Analisis estadistico

El estudio estadistico se dividid en el analisis del
espectro del iris y en el analisis del espectro de la
pupila por separado para posteriormente comparar
sus resultados.

Para analizar la informacién espectral se utilizé el
método de minimos cuadrados parciales (PLS). El
objetivo del algoritmo PLS es transformar los datos a
un espacio de dimensiones que retenga la maxima
varianza posible (maxima informacion) entre los
espectros y el tiempo que tienen las doradas. Con el
modelo PLS se consigue correlacionar el espectro
con el tiempo y maximizar la covarianza. Existen
varias formas para el célculo de los parametros del
modelo PLS. En este estudio se ha empleado el
“Straightforward Implementation of a Statistically
Inspired Modification of the PLS” (SIMPLS) de [12].

El método empleado para evaluar los resultados del
andlisis estadistico fue la validacién cruzada, que
garantiza que los datos de entrenamiento y prueba
son independientes. Se utiliz6 un 75% de las
muestras para entrenar y un 25% para testear los
modelos desarrollados. Esta seleccion se realizé de
forma aleatoria y ademas se repitié este proceso de
validacion 3 veces para una mayor confianza en los
resultados promediados.

Los resultados de los andlisis destructivos se
estudiaron mediante un andlisis de varianza ANOVA.

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron
con la herramienta PLSToolbox (Eigenvector
Reserach Inc., Wenatchee, Washington, USA), que
es una libreria del entorno de computacién Matlab
(The Mathworks, Natick, Massachusetts, EE.UU.).

3 Resultados

3.1 Resultados analisis destructivos

Los valores del humor vitreo (tabla 1) concuerdan
con los establecidos por Kiertzmann [13] como
indicadores de frescura: menor que 1.3355 muy
buena, 1.3356-1.3365 buena, 1.3366-1.3390
moderada y por encima de 1.3390 como mala.

El NTBV en pescado recién capturado se encuentra
normalmente entre 5 y 20 mg/100g, donde niveles de
30e35mg N/100g son generalmente empleados como
limite para algunas especies de pescados
almacenados en hielo (EEC,1995).

Los valores de pH aumentaron progresivamente
durante todo el periodo tal y como se puede ver en la
tabla 1. Otros autores como Pérez-Esteve [4] han
obtenido valores similares para los mismos periodos
de tiempo.

En base a los resultados destructivos obtenidos se
considera que el pescado durante todo el periodo
estudiado se podria haber consumido siendo el dia 6
el limite.

Tabla 1: Resultados de realizar una ANOVA de los
analisis destructivos.

Tiempo Humor
(dias) Vitreo NTBV pH
1.3366 + 20.86 + 6.05 +
0 0.0003a 0.33a 0.03a
1.3367 26.68 + 6.11 +
1 0.0002ab 0.61b 0.04ab
13375+ | 26.56 = 6.17 +
3 0.0006abc 1.79b 0.08bc
1.3385 + 28.06 + 6.22 +
6 0.0010bcd | 1.29b 0.01c

NvValores medios de tres anélisis + desviacion
estandar. *“ La diferencia entre los que tienen
diferentes subindices es significativa con un
nivel de 0.05.

3.2 Resultados imagen hiperespectral

En la figure 3 se pueden observar los espectros de
reflectancia del iris y de la pupila. Como se puede
apreciar en el iris existe una mayor varianza entre las

diferentes muestras.
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Figure 3 Espectros normalizados del iris y de la
pupila.

Los resultados del analisis PLS de los espectros
(tabla 2) de cada una de las zonas por separado para
estimar el tiempo indican que, aunque ambas se
podrian utilizar para la estimacién cuantitativa de la
frescura por sus altos R? en validacién cruzada,
utilizando Gnicamente los espectros de la pupila estos
mejoran significativamente.

1000
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Tabla 2: Resultados de los modelos PLS de los
espectros para estimar el tiempo de frescura

Iris Pupila

Num. LVs 5 6

RMSEC 0.854 0.400
RMSECV | 0.946 0.638
Bias 1.332 e-15 3.108 e-15
CV Bias 0.014 0.021

R? Cal 0.861 0.969
RZCV 0.831 0.927

Analizando en detalle los resultados del modelo PLS
al ver la estimacion en validacion cruzada (figura 4)
se puede ver que la recta de ajuste se aproxima
mucho a la recta 1:1. Por lo que respecta a la
dispersion es aproximadamente de + 1 dia siendo por
tanto indistinguibles los valores entre el dia 0 y el dia
1.

o
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Dia predichos en
validacién cruzada

=
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2 3 i
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Figure 4 Prediccion del modelo PLS realizado con el
espectro de la pupila de las muestras de validacién

cruzada.

4 Conclusiones

Este estudio se enfoco en resolver el problema de
detectar la frescura de la sparus aurata (dorada) de
una forma no-destructiva con la premisa de que la
segmentacién del ojo en sus diferentes partes podria
mejorar los resultados. La complejidad del problema
radica en que se trabaja sobre muestras sin ningdn
tipo de preparacion. Las iméagenes hiperespectrales
en el rango del infrarrojo cercano de onda corta
obtenidas en los ojos de las doradas indicaron que
disponen de suficiente informacion para estimar
cuantitativamente la frescura. Concretamente, tal y
como se muestra en este estudio, la informacion
espectral extraida de la pupila resulta mas precisa al
tener menor variabilidad entre muestras y poderse
ajustar mejor un modelo PLS. Asi pues, esta mejora
en los resultados justifica que se realice una
segmentacion espacial precisa. Utilizando el espectro
extraido de la pupila se consiguié un R* CV de 0.927
mediante un modelo PLS con una dispersion de + 1
dia. Los andlisis destructivos realizados validaron
que las muestras fueran frescas y que no estuvieran
manipuladas. Los resultados obtenidos prueban que

realizar una segmentacion espacial del ojo puede
mejorar la estimacion de frescura en la dorada. Como
trabajo futuro se pretende ampliar el ndmero de
muestras para darle una mayor solidez al estudio
preliminar realizado.
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