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Espectroscopia por infrarrojo cercano (NIRS). Su aplicacion en analisis
de jugos de cana de azucar
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RESUMEN

La espectroscopia por infrarrojo cercano (NIRS) es una metodologia instrumental que ha presentado un
desarrollo creciente en los Ultimos afios en la industria azucarera mundial. Se la utiliza tanto en centros de investiga-
cion como en diversas industrias, por ser una técnica no destructiva, rapida, que no emplea reactivos quimicos y que
requiere menos mano de obra que los métodos tradicionales empleados en el laboratorio. Por tal motivo, se decidid
determinar para las condiciones de la industria azucarera de Tucuman (Argentina), los modelos de calibracién mas
adecuados que permitan predecir los parametros Brix y pol en jugo de cafa de azucar, mediante el empleo de un equi-
po NIRS, haciendo posible el reemplazo de los ensayos tradicionales de estos dos parametros. Los resultados obte-
nidos de indicadores estadisticos, tales como error estandar de calibracion (SEC), error estandar de prediccion (SEP)
y coeficiente de correlacion de la calibracion (R?) fueron altamente satisfactorios en los parametros evaluados y pre-
sentaron concordancia con los valores encontrados en la bibliografia mundial.
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ABSTRACT
Near Infrared Spectroscopy (NIRS). Its application in sugarcane juice analysis

Near Infrared Spectroscopy (NIRS) is an instrumental method which has been increasingly developing during
the last few years in sugar industry worldwide. It is employed at research centres and in various industries as well, due
to its advantages: it is a non-destructive technique, it is fast and does not require chemical reagents or as much workforce
as required by traditional methods used in the laboratory. This work aims to determine the most suitable calibration
models to predict Brix and pol in sugarcane juice by means of NIRS equipment, so as to replace traditional methods
based on those two parameters. Results obtained from statistical indicators like standard error of calibration (SEC),
standard error of prediction (SEP) and calibration correlation coefficient (R?) were highly satisfactory for the evaluated
parameters and showed agreement with values reported in existing bibliography.
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INTRODUCCION

El empleo de la espectroscopia por infrarrojo cer-
cano (NIRS) para analisis de distintos productos de las
industrias de alimentos, quimica, bioquimica, ambiental,
farmacéutica y médica, se viene desarrollando desde
hace tres décadas.

La espectroscopia estudia la interaccion de la
radiacion electromagnética con la materia. NIRS com-
prende el segmento de luz de longitudes de ondas entre
800 y 2600 nm del espectro electromagnético y analiza
la absorcion de energia en dicha regién por los grupos
funcionales de las moléculas de la muestra.

Su uso generalizado se debe principalmente a
que permite realizar andlisis cualitativos y cuantitativos
de multicomponentes en muestras, con un minimo de
preparaciéon. Esta metodologia, ademés, se caracteriza
por ser no destructiva, rapida, no emplear reactivos qui-
micos, disminuir el error del operador y requerir menos
mano de obra que los métodos tradicionales empleados
en el laboratorio. Sin embargo, se debe tener presente
que es un método secundario, lo cual significa que debe
ser calibrado contra otras metodologias y que sus res-
puestas no presentaran mayor exactitud que la de los
métodos primarios empleados (Rein, 2007).

También se debe mencionar que presenta algu-
nas desventajas, entre las cuales se destacan: el alto
costo de los equipos, la competencia técnica que debe
poseer el operador y el tiempo requerido para desarrollar
una base de datos que permita obtener ecuaciones de
calibracion robustas, que originen predicciones confia-
bles (White et al., 2006).

La espectroscopia por infrarrojo cercano comen-
z6 a emplearse en la industria azucarera mundial hace
aproximadamente quince afios en Estados Unidos
(Johnson, 2000), en Sudafrica (Schaffler y Meyer,
1996; Schaffler, 2000), en Australia (De Brujin, 1997) y
en Colombia (Larrahondo et al., 2001 a y b).

En 2005 la Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC), en Tucuman, Argentina,
comenzé la evaluacion de dos equipos NIRS, destinados
al analisis de muestras liquidas y solidas provenientes
del programa de Mejoramiento Genético de la Cafia de
Azucar, con la finalidad de evaluar la calidad de distintas
variedades para realizar un proceso de seleccion varietal
mas eficiente.

El objetivo del presente trabajo es determinar los
modelos de calibracién mas adecuados para los parame-
tros Brix % (contenido de solidos solubles) y pol % (con-
tenido de sacarosa aparente) en jugo, mediante el
empleo del equipo NIRS para muestras liquidas, y poder
asi reemplazar las determinaciones tradicionales de
estos dos parametros.
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MATERIALES Y METODOS

Durante las zafras 2005, 2006, 2007 y 2008, fueron
procesadas muestras de jugo primario de cafa limpia, sin
“trash”, en el Laboratorio de Investigaciones Azucareras de la
EEAOC. El jugo, proveniente de las distintas variedades
evaluadas, fue extraido con un trapiche de planta piloto, con
un molino de tres rodillos y un nivel de extraccién compren-
dido entre 57% y 65%.

Del total de muestras procesadas, 6757 fueron anali-
zadas en forma paralela por las técnicas tradicionales y por
la metodologia NIRS, para evaluar los tres parametros estu-
diados: pol % jugo y Brix densimétrico y refractométrico.

Los métodos de referencia primarios empleados en
nuestro laboratorio fueron:

* Pol % jugo: utilizacion de un polarimetro digital
Optical Activity, modelo Polar 2001 (Chen, 1985).

* Brix refractométrico (BrixR): mediante un refracto-
metro digital marca Leica, modelo AR600 (Chen, 1985).

* Brix densimétrico (BrixD): mediante un brixdbmetro
con termémetro incorporado (Chen, 1985).

Las muestras evaluadas son representativas de
diversos factores de importancia para la cafia cosechada,
como por ejemplo el grado de maduracion, el tipo de suelo,
la variedad y las condiciones climaticas, los cuales inciden en
la obtencién de un modelo de calibracién mas robusto.

Todas las muestras fueron analizadas en el rango de
longitudes de onda de 400-2500 nm en un instrumento
monocromador Foss NIRSystem 6500 (Silver Spring,
Maryland, USA) para muestras liquidas (detector de transmi-
tancia). Se emplearon los softwares ISlscan 2.21 para la
obtencion de los espectros, y WinISI IlI para los modelos de
calibracion correspondientes.

Para el calculo de los modelos de calibracion, las
muestras espectralmente parecidas (redundantes) fueron eli-
minadas por el software (4222 muestras). Para la validacion,
el software descartdé aquellas cuyos espectros no estaban
representados por las muestras empleadas en la calibracion
(“outliers”, aproximadamente 135 para cada uno de los para-
metros estudiados), utilizando el criterio de discriminacion de
muestras, basado en el analisis por componentes principales
(PCA) (Craig et al., 2004).

La expresion matematica de la ecuacion de calibra-
cion puede escribirse como:

y =bo + bix1 + ...... +bnXn

Donde:

y representa el parametro quimico en estudio (pol %,
BxR o BxD); bo es la ordenada al origen; b1a bn son los coe-
ficientes de regresion y xi a x», las absorbancias a las dife-
rentes longitudes de onda. El software no proporciona esta
ecuacion, sino que realiza los calculos matriciales pertinen-
tes, brindando solo los parametros de las calibraciones obte-
nidas (coeficiente de correlacion y errores).
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El modelo matematico empleado es el de cuadrados
parciales minimos (PLS), el cual utiliza toda la informacion
espectral y la incorpora en el modelo de calibracion. También
se utilizan la segunda derivada, para perfeccionar los espec-
tros en el infrarrojo cercano, y el método estadistico de los
cuadrados minimos parciales modificados (MPLS) (Shenk y
Westerhaus, 1991). Asimismo, se lleva a cabo la correccion
de los espectros mediante el procedimiento normal estandar
o procedimiento de SNV (Barnes et al., 1989), para el
desarrollo de los modelos de calibracion y prediccion, ya
que evita un sobre ajuste de los modelos por correccion de
los efectos de tamafio de particula, obteniéndose una esca-
la comun a todos los espectros.

Para evaluar la calibracion, se determinan los
siguientes parametros estadisticos: error estandar de cali-
bracién (SEC), coeficiente de determinacion en la calibracion
(R?) y error estandar de validacién cruzada (SECV).

El error estdndar de calibracion se calcula como
(Cozzolino, 2002):

SEC =

Donde:

yi = valores de laboratorio usados en la calibracién.
Y = valores predichos por la ecuacion NIRS.

n = numero de muestras.

t = nimero de componentes principales (PCR).

De igual manera, el software calcula el error estandar
de validacién cruzada.

La precision de una calibracion NIRS indica su efec-
tividad en la estimacién de los valores de un determinado
parametro en un conjunto de muestras.

Los modelos de calibracién se seleccionaron buscan-
do minimizar el error estandar de validacion cruzada y el
error estandar de calibracion.

Para verificar la verdadera precisién de una calibra-
cién NIRS, se evalué el comportamiento de las ecuaciones
obtenidas sobre muestras diferentes a las usadas en la cali-
bracién, con variabilidad para el parametro en estudio (valo-
res altos, medios y bajos) y analizadas bajo las mismas con-
diciones. En este caso, para la validacién se utilizaron 2000
muestras obtenidas durante la zafra 2008.

Para la validacion se determind el error estandar de
prediccion (SEP) segun Valderrama et al. (2007):

SEC =

Donde:

yi = valores de laboratorio.

Y: = valores predichos por la ecuacién NIRS.

n = numero de muestras.

Otra forma de evaluar las ecuaciones NIRS con rela-
cidén a su precision y exactitud, es a través de la relacion
entre el error estandar de validacion cruzada y el desvio
estandar del andlisis quimico (SECV/SD). Si esta relacion es
mayor a 0,33, los modelos presentan un bajo poder de pre-
diccion (Craig et al., 2004).

Para analizar si la correlacién existente entre los valo-
res determinados por el laboratorio y aquellos obtenidos por
espectroscopia NIRS era significativa, se empled la Prueba
F de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 6757 muestras usadas en la calibracion, el
software seleccioné 2335 muestras espectralmente dife-
rentes para construir los modelos de calibracion. En la
Tabla 1 se muestran las estadisticas obtenidas luego del
proceso de validacién cruzada, a partir del software
WinlISI:

Donde:

n = nimero de muestras.

Media = valor promedio de los datos de referencia.

SD = desviacion estandar de los valores de refe-
rencia.

R?= coeficiente de correlacion de la calibracion.

SEC = error estandar de calibracion.

SECV = error estandar de validacién cruzada.

La calibracion de todos los parametros fue adecua-
da, lo que se refleja en un bajo error estandar de calibra-
cion y un significativo coeficiente de correlacion. También
se puede inferir que existe una aceptable prediccién, dado
que la relacién entre el error estandar de validacion cruza-
da y el desvio estadndar del andlisis quimico es menor a
0,33 (Craig et al., 2004).

Para validar las ecuaciones de calibracion obteni-
das, se emplearon 2000 muestras analizadas durante la
zafra 2008; las estadisticas de estas se muestran en la
Tabla 2:

Tabla 1. Parametros estadisticos de muestras seleccionas para la calibracién.

Parametro SECV SECV/SD
Pol % 2165 15,51 2,35 8,47-22,55 0,987 0,268 0,287 0,12
BxR 2109 18,34 2,08 12,09-24,60 0,986 0,246 0,253 0,12
BxD 2158 18,19 1,94 12,38-24,02 0,987 0,226 0,245 0,13
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Tabla 2. Parametros estadisticos de muestras seleccionadas para la validacion de la metodologia NIRS.

Parametro R? SEP F p
Pol % 0,988 0,231 158010 <0,001
BxR 0,987 0,213 158642 <0,001
BxD 0,981 0,243 111609 <0,001

Donde: bilidad para los parametros estudiados.

p = probabilidad.

R? = coeficiente de correlacién de la calibracion.

SEP = error estandar de prediccién. Corresponde a
la desviacion estandar de los residuales con una probabili-
dad de 67%. Para un determinado grupo de muestras
puede esperarse que en un 95% de ellas, el valor del para-
metro determinado por NIRS no difiera del valor de labora-
torio en mas de dos veces de SEP.

F = coeficiente de Fisher.

Se analizaron estadisticamente mediante la prueba
F de Fisher estas correlaciones y se encontré que son alta-
mente significativas (p<0,001), como puede observarse en
la Tabla 2.

En las Figuras 1, 2 y 3, se muestra la relacién entre
los datos obtenidos por quimica humeda y la prediccion
NIRS para 2000 muestras utilizadas en la validacion.

Como se puede observar en las curvas de calibra-
cioén, los coeficientes de correlacion son significativos con
errores aceptables, lo que nos indica una buena respuesta
de esta metodologia en cuanto a repetibilidad y reproduci-

Los valores determinados en el Laboratorio de
Investigaciones Azucareras de la EEAOC presentan resul-
tados concordantes con los obtenidos en otros paises. En
la Tabla 3 se muestran los parametros de validacion obte-
nidos en Australia para esta metodologia (Schaffler, 2001)
y en la Tabla 4 los determinados en el Ingenio San
Pantaledn en Guatemala (Hernandez et al., 2008).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos empleando la espectros-
copia de infrarrojo cercano en estos primeros cuatro afios
de desarrollo son muy alentadores, ya que hicieron posible
reemplazar las determinaciones convencionales de pol %
jugo y Brix % jugo (BxR y BxD) en las evaluaciones de cali-
dad de cafia de azucar que realiza el Laboratorio de la
Seccion Quimica de la EEAOC. Al ser una metodologia
mas rapida, al no insumir productos quimicos, al requerir
menos mano de obra y tener una confiabilidad analitica
aceptable, esta ira reemplazando con el tiempo a las deter-
minaciones convencionales.
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Figura 1. Validacion en laboratorio (LAB) vs. NIRS para pol % en jugo (2000 muestras).

4]



NIRS en jugos de cania de aziicar

Scatter plat
25.067

21.555

Brixk LAB

10.043

14531

11141 14,661 18.220 21.759 25.299
BrixR MNIR

Figura 2. Validacién en laboratorio (LAB) vs. NIRS para BxR % en jugo (2000 muestras).
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Figura 3. Validacion en laboratorio (LAB) vs. NIRS para BxD % en jugo (2000 muestras).

Los modelos de calibracion obtenidos en el menciona-  obtenidos en otros paises, si bien estos aun se podran mejorar
do laboratorio establecieron resultados comparables con los  cuando se disponga de una base de datos analiticos mayor.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en Sugar Milling Research Institute, Australia.

N SECV R2 Rango
Pol % 1650 0,507 0,982 7,87 — 22,83
Brix % 1737 0,473 0,983 11,09 — 25,41
Tabla 4. Resultados obtenidos en el ingenio San Pantaleén, Guatemala.
N SECV R Rango
Pol % 185 0,2 0,994 9,75 — 25,01
Brix % 185 0,2 0,993 11,95 — 28,58
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