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RESUMEN

Un método éptico no destructivo basado en espectroscopia
UV-Vis fue usado para la evaluacion de la calidad interna de
la fruta de naranjas en diferentes estados de maduracién a
longitudes de ondas de 292, 246 y 455 nm para medir SST
% Brix, % Acido Citrico y B-carotenos respectivamente;
medidos individualmente en 56 frutas de naranjas en sus
siete estados de maduracién. La relacion entre las
longitudes de onda espectrales y los componentes de
calidad fueron evaluados aplicando técnicas quimiométricas
basado en regresién lineal por cuadrados minimos, las frutas
fueron divididas en dos grupos: 35 frutas para calibracion y
21 para validacion. Se obtuvo una buena prediccion para
sélidos solubles, acido citrico y p-carotenos con coeficientes
de correlacién de 0.98, 0.95 y 1 respectivamente y errores
estandar de 0.26 %Brix, 0.14 % y 0.00648 mg/mi
respectivamente. Es posible obtener una buena prediccién
del contenido de los componentes de calidad como SST %
Brix, % A. Citrico y B-carotenos en longitudes de onda de
292, 246 y 455 nm en UV-Vis, respectivamente. El
procesamiento de imagenes fue bueno, sin embargo se
presentaron dificultades en la obtencién de la fotografia por
la iluminacion y falta de experiencia en ese tema.



ABSTRACT

A nondestructive optical method based on UV-Vis spectroscopy was used for internal quality
evaluation of orange fruit in different stages of maturity at wavelengths of 292, 246 and 455 nm
to measure SST% Brix, % Citric Acid and [-carotene respectively, measured in 56 individual
orange fruits in the seven stages of maturity. Relationship between spectral wavelength and
quality components were evaluated by applying chemometric techniques based on least
squares linear regression, the fruits were divided into two groups: 35 fruits for calibration and 21
for validation. Good prediction was obtained for soluble solids, citric acid and B-carotene with
correlation coefficients of 0.98, 0.95 and 1 respectively and standard errors of 0.26% Brix,
0.14% and 0.00648 mg / ml respectively. Can get a good prediction of content quality
components SST% Brix, % A. Citric and 3-carotene at wavelengths of 292, 246 and 455 nm in
UV-Vis, respectively. Image processing was good; however there were difficulties in obtaining
the photograph of the lighting and lack of experience on that topic.

1. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion fue
desarrollado en las instalaciones del
laboratorio de Biologia Celular y Molecular
del Departamento de Biologia, de la
Universidad del Cauca; lograndose
establecer una metodologia calibrada y
validada para la clasificacién de frutos de
naranja valencia en sus diferentes estados
de maduracion de acuerdo a su color y
calidad interna tales como solidos solubles
totales expresado en porcentaje de grados
Brix (SST), acidez titulable expresado en
porcentaje de acido citrico (AT), y B-
carotenos en miligramos por mililitro de
solucién (mg/ml); cultivada a mas de 900
msnm, mediante espectroscopia UV/Visible.

La calidad de las frutas se caracteriza
comunmente por su tamafio, color, firmeza,
apariencia superficial, igualmente
caracteristicas organolépticas como sdlidos
solubles y acidez. Muchas técnicas
analiticas de medida de estas
caracteristicas son destructivas e involucran
una considerable cantidad de trabajo. Por lo
tanto, existe hoy en dia una demanda por
técnicas analiticas rapidas para evaluar la
calidad de aquellas. (Guthrie et al., 2005).

Uno de los métodos no destructivos mas
usado, es la espectroscopia visible/infrarrojo
cercano, 400 — 2500 nm; o espectroscopia

de infrarrojo cercano (NIR) de 750 — 2500
nm, han sido usadas como técnicas no
destructivas para evaluar la firmeza, sdlidos
solubles, acidez, y otras propiedades
fisiolégicas de muchas frutas y vegetales; la
aplicacion comercial del NIR para Ila
clasificacion de frutas fue iniciado en Japoén
en 1990 (Kawano., 1994), estas frutas son
de la linea de citricos, manzanas, peras y
melocotones, desde mediados de 1990 en
Japdén y mas recientemente en otros paises
(Guthrie et al., 2005).

De esta manera, el uso directo de los
instrumentos portatiles en la toma de
decisiones para la compra por parte de los
consumidores, podria ser de interés.
Algunos de los avances de esta tecnologia
fue caracterizar en Naranjas y uvas (N, P, K
y micronutrientes): (Hutton et al., 1995);
Melocotones (°Brix): (Kawano et al., 1995);
Mandarinas  (azucares): (Miyamoto vy
Kitano., 1995); Identificacién de harinas de
yuca con alto contenido proteico: (Jiménez,
P, .2007); Caracterizaciéon nutricional del
pasto Guinea y del grano de maiz:
(Vasquez, D; Abadia, B y Arreaza, L.,
2004).

De otro lado, la espectroscopia UV/Visible
es una técnica equivalente a la técnica NIR;
este se diferencia en el intervalo de



longitudes de onda de trabajo la cual va de
200 — 1100 nm.

Esta técnica utiliza radiaciones
electromagnéticas de las regiones: visible,
ultravioleta cercana (UV) e infrarroja
cercana NIR. La radiacidon absorbida por las
moléculas desde esta regién del espectro
provoca transiciones electronicas que
pueden ser cuantificadas y permite
identificar la composicion quimica de la
muestra. (Skoog et al, 1992)

Para la obtencion, analisis e interpretacion
de los datos procedentes de los
experimentos; se aplicdé un analisis
estadistico multivariado con la técnica de
regresion lineal multiple para predecir los
rasgos cualitativos de la naranja tales como:
solidos solubles totales, acidez titulable y [3-
carotenos.

No existe un numero minimo definido de
muestras para una calibracién satisfactoria.
Esto depende del analito a predecir y de la
naturaleza del producto a evaluar, asi para
entidades quimicas simples de productos
homogéneos puede bastar con 30 a 40
muestras, mientras si por el contrario se
pretende evaluar el contenido de proteina
de productos heterogéneos se requieren un
minimo de 100 muestras (Shenky vy
Westerhaus, 1993 citados por Alomar,
1998).

El objetivo de este estudio fue calibrar y
validar las metodologias espectroscopia
UV/Visible en la calidad de la naranja Citrus
sinensis var. Valencia; con la finalidad de
cuantificar el contenido de sdlidos solubles,
acidez titulable, p-carotenos del jugo y
relacionarla con el color (grado de madurez)
esta ultima obtenida mediante el
procesamiento digital de imagenes.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Seleccion de frutas de naranja valencia.

Se recolectaron 8 frutas de cada estado de
maduracion para un total de 56 frutas;
teniéndose en cuenta la Norma Técnica
Colombiana (NTC 4086) ratificada por el
Consejo Directivo de 02/26/1997. Las
naranjas se cosecharon al azar el 26 de
agosto del 2010; obtenidas de la Hacienda
Jamaica ubicada en la vereda de San Isidro
del municipio de Caicedonia del
departamento del Valle del Cauca, con
coordenadas geograficas de 4° 19" 257
latitud norte y 75° 50°00"" longitud oeste; el
cultivo de naranja tiene un patrén llamada
citrumelo 4475 el cual dan porte semi-
enano, diametro de copa de 2.70 metros,
resistencia o tolerancia a gomosis, virus de
la tristeza y exocortis, sensibilidad a
xiloporosis deficiencias de zinc y hierro, y
induce buena calidad de fruta. El cultivo de
naranja fue plantado en 1998, con textura
de suelo franco, drenados profundos, de
origen de ceniza volcanica, unidad malabar,
a una altura de 1100 msnm y temperatura
promedio de 28 °C.

2.2. Determinacion de rasgos de calidad
usando analisis referencial.

El color se determino usando una camara
digital con espacio de color RGB (figura 1) y
luego expresado en HSV con OPENCV. Las
frutas se midieron con un calibrador digital
(Stainless Hardened mm/in) expresado en
mm; luego cortadas donde se le extrajo el
jugo con un exprimidor manual y se paso
por un tamiz de 180 pm, (figura 2); el
contenido de jugo de naranja de cada
estado de maduracion se congelo a -10°C
para evitar pérdidas de datos ya que los
acidos organicos se degradan; el acido
ascorbico se destruye facilmente por el
calor, especialmente en presencia de luz o
aire a pH neutros, pero es mas estable a pH
mas bajos (frutas mas acidas) como son los
citricos. Cuando las frutas se secan se
producen pérdidas de vitamina C del 10 al
50 % y entre un 10 y un 20 % de vitamina A
(Arthey y Ashurst, 1997).



El contenido de solidos solubles se
determino con un refractémetro (Extech
Model 2192, Japan) expresado en % Brix a
20 °C, ajustado utilizando el porcentaje de
acido citrico con la ecuacién S.S.Tcor =
0.194*A+ S.S.T; donde A es el % de acido
citrico y S.S.T es % Brix. La acidez titulable
fue determinada usando la metodologia de
titulaciébn potenciométrica de la norma
técnica colombiana 4086, expresada en %
de acido citrico; con la ecuacion %acido
citrico =  V{*N*K*100/V,; donde V1 es
volumen de NAOH consumido, N es
normalidad de NAOH (0.1 meg/ml), K es
peso equivalente al acido citrico (0.064
g/meq) y V2 es volumen de la muestra (5
ml); de esta misma forma se encontr6 el
porcentaje de acido malico y tartarico,
reemplazado en K los valores (0.067 g/meq
y 0.075 g/meq respectivamente). El pH fue
determinado con pH metro (744 Meter;
Metrohm), (figura 3).

Figura 1. Imagenes tomadas con camara en espacio RGB
de los siete estados de maduracién de la naranja; estado 0 —
6 de izquierda a derecha.

Figura 3. Medicion con pH metro (744 Meter; Metrohm).

2.3. Mediciones espectrofotométrica UV —
Visible.

El espectro UV-Vis de las moléculas esta
asociado a transiciones electrénicas entre
los diferentes niveles energéticos en ciertos
atomos de moléculas y no caracteriza a la
molécula (Skoog et al, 1992).

Las muestras fueron barridas en un
espectrofotometro de UV-Visible
(Spectronic Genesys 5), los andlisis para las
diferentes caracteristicas organolépticas se
hicieron a longitudes de onda fija en celdas
de cuarzo con 1 ml de solucién para cada
muestra. Para SST, acido citrico y B-
carotenos internos fueron a longitudes de
onda de 292 nm, 246 nm y 455 nm
respectivamente (figura 4).

Figura 4. Equipo Spectronic Genesys 5.

En este estudio se desarrollo la ecuacion de
calibracion y prediccion usando el método
estadistico de los cuadrados minimos
(Shenk y Westerhaus, 1993). La ecuacion
de regresion se detalla a continuacion:

Y=a + bx



Donde Y representa el parametro quimico o
caracteristica (SST, AT, B-carotenos); a es
el intercepto, b el coeficiente de la
regresion, x es la absorbancia de la longitud
de onda.

Para la seleccion de ecuaciones de
calibracién de cada parametro debe contar
con un error estandar de calibracion (E.E.C)
y el coeficiente de determinacion (r?) ya que
representan criterios importantes para tomar
una decision respecto a la seleccion de la
ecuacion.

Después de establecer una ecuacion de
calibracion, es necesario validarla. Esto se
hace con un set de muestras diferentes a
las utilizadas en la calibracion. De estas
muestras se debe conocer los datos de
laboratorio.

Hay tener en cuenta que para seleccionar
una ecuacion el error estandar de
prediccion (E.E.P) debe ser bajo, tomando
como base que una ecuacidon es
considerada como aceptable cuando la
magnitud del E.E.P es menor a un tercio de
la desviacion estandar de los datos de
referencia (Kennedy et al, 1996).

E.E.P = VZ(Y-Yes)’/NV-2

Donde:

Y = valor de autentico.

Yest = Valor predicho por UV-Vis.

nv = Numero de muestras en el set de
validacion.

El E.E.P es un indicador confiable de la
calidad de la ecuacién desarrollada, ya que
a diferencia del E.E.C, que mejora
(disminuye) a medida que se agregan
nuevos términos a la ecuacion, el E.E.P
mejora solo hasta que comienza a
producirse un sobreajuste de la ecuacion,
aumentando (empeorando) con cada nuevo
termino (Westerhaus, 1989 citado por
Alomar y Fuchslocher, 1998).

2.4. Tratamiento estadistico de datos.

Se utilizo la metodologia de regresién lineal
para calibrar y validar la prediccién.

Para llevar a cabo la validacion en los
diferentes estados de maduracion se
categorizaron las naranjas con intervalos
para cada estado; donde se usaron 35
naranjas para calibrar (5 naranjas de cada
estado de maduracién) y 21 naranjas para
validar (3 naranjas de cada estado de
maduracién); para un total de 56 naranjas.
Para predecir la composicién quimica de
una muestra, se requiere previamente hacer
calibraciones, para lo cual se necesita
contar con un conjunto de muestras
representativas, colectar los espectros,
analizar las muestras mediante un método
de referencia y validar dichas ecuaciones
con otras muestras que no formen parte del
conjunto de muestras para calibracion
(Garrido et al., 2000).

Para el procesamiento de los datos se uso
el software InfoStat y Origin 6.5.

La aplicacion del UV-Visible es wun
procedimiento sencillo, pudiéndose
combinar estas calibraciones dentro de un
mismo programa, de manera que con un
unico barrido de cada ingrediente o
muestra, se pueden realizar
simultaneamente todos los analisis citados.
Asi, se evita la utilizacién de reactivos y la
emision de vapores Yy residuos que
contaminan el medio ambiente, facilitandose
el analisis de SST, AT, B-carotenos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis referencial.

En la tabla 1 y 2 se presentan los resultados
de los analisis quimicos de cada estado
para calibrar el espectrofotometro UV -
Visible y los analisis quimicos para validar la
metodologia.

Como se puede observar, los rangos de
variacién de este conjunto de muestras de
validacion estan dentro del correspondiente



rango de variacion del conjunto de muestras
de calibracién.

Los analisis de pH no estudiaron con
profundidad ya que no es un valor que nos
diga en su totalidad la cantidad acidos
individuales porque su principio basico es
medir los hidrégenos libres de una solucion,
en su defecto es mejor analizar con la
acidez titulable expresado en % de acido
citrico.

3.2. Prediccion del contenido de solidos
solubles totales.

Los solidos solubles del zumo de los citricos
estan formados, fundamentalmente, por los
azucares reductores y no reductores y por
los acidos.

Los principales azucares, en los zumos de
naranja son: sacarosa, glucosa y fructosa,

que suman alrededor del 75 % de los
sélidos solubles totales, estando
frecuentemente equilibrados los reductores
y la sacarosa (Yufera, E, 1998).

Se encontr6 una alta correlacion de
calibracién entre el espectro UV-Visible y
los valores referenciales SST %Brix con (r)
de 0.96 y un error estandar de calibracion
de 0.34 %Brix (ver tabla 3). El modelo se
aplico para predecir otras 21 naranjas,
teniendo una correlacién (r) de 0.92 y error
estandar de prediccion de 0.47 %DBrix, la
regresora referencial SST %Brix presento
un valor p<0,0001 es decir presenta una
relacion lineal significativa, sin embargo el
coeficiente constante presento un valor p=
0.4438, es decir no fue significativa su
relacién con los valores predichos UV-Vis
%Brix (ver tabla 4).

Tabla 1. Composicion quimica del grupo de muestras de fruta de naranjas usadas para calibrar el espectrofotémetro UV-Vis.

ESTADOQ ESTADO1 ESTADO2
Calibracion | Rango | Promedio |  DE WV | Rango | Promedio| DE (V| Rango | Promedio| DE v
SoT%Bnx [ T8A-830( 810 020 2y |8%-87) 893 018 17 [889-916 90 01l 115
Yoacidocirico | 218-238| 23 009 38 [181-212) 20 012 5T 131410 148 003 240
" acido tartanco | 256280 | 271 010 3020248 1% 014 570 1631720 16 00 240
hhacidomalico | 228-20] 242 009 31022 2N 012 500 14518 1A 0 240
indice e madurez | 344-362| 340 008 23 | 3%6-485| 4D 0% 580 | 609-6480 62X 015 23
ESTADO 3 ESTADO 4 ESTADO 5
Calibracion | Rango | Promedio | DE (V | Rango | Promedio| DE (V | Rango |Promedio | OF v
SoT%Bn [ 90-9461 93U 011 i1 (9601015 99 02 28 [02-1088 068 | 0% 246
havdoctico | 136138 137 001 06 [12-13] 177 00 A R 0 24
" acido taranco | 160-162| 161 001 06 [143-156] 149 005 0181480 148 0 24
%oacido malico | 143-145] 14 001 06 [14-138] 133 004 38 A8 18 00 200
Indice e madurez | 665-630 | 679 009 13 |TR-TH | T8 012 148 [84-913 87 03 14
ESTADO 6

Calibracion | Rango | Promedio |  DE (v

Sl By [10%-1261 1A | AT 504

%oacidoctrico | 083-114 ] 103 011 100

o acioo tatarico | 105-134 ] 12 013 1047

oacido malico | 04-119] 108 011 1048

Indice de magurez 9611263 1123 131 1166




Tabla 2. Composicidon quimica del grupo de muestras de fruta de naranjas utilizadas para el proceso de validacion.

ESTADOO ESTADO1 ESTADO?
Validacion | Rango | Promedio| OF %V | Rango | Promedio  DF (V | Rango | Promedio | DE (V
SoThAix | BM-83| 8% | M 05 [86-873 865 | 009 | 103 | 889 | 89 | 008 | (0@
acdoctico | 219-249] 23 | 0% 64 (1892110 200 | 0 ) A0 N4 148 | M | 28
acidotatarco | 207-292 270 | 0 64 [21-248 2% | 013 | BRY [AE-170) 168 | 0M | 249
hacdomalco | 229261 245 | 01 64 (1982200 21 | 0 | BR [14-1R) 180 | 0M | 249
Indice de madwez | 333781 34| 023 66 [413-453| 430 | 020 | 47 [60-64) 6% | 08 | 288
ESTADO 3 ESTADO4 ESTADO §
Validacion | Rango | Promedio | DE (V| Rango | Promedio| DE (V' | Rango | Promedio [E (V
SOl haix | 920-3401 3% | 0 119810000 8% L 0k L 2T B-ne) 0% ) 0M | M
Sacdoctco | 137-138] 138 | 00 05 (18400 1% | 0 | 2% |18 4d | 00 | 1%
o acidotatarco | 161-1621 162 | 0 05 (14132 148 | 0 | 2% [1N-14) 14 ] 00 | 1%
hacdomaleo [ 1431451 14 | 05 (18136 13 | 0 | 2% [1M-AB 1% | 00 | 19
Indice de madwez | 685-68 | 674 | 01 | 768-823) T | 03 | A0t (e-8TTL 8N | M | 28
ESTADO 6

Validacion | Rango | Promedio | DE (V

SOThBnx 10961265 1f1 | 0% | T

foacdoctco | 097-113] 06 | 008 | b

Yacidotatanco | 1131320 1% | 00 | 806

hacdomalco [101-118] 140 | 009 | 1

Indice de madurez |10.20- 1134 0% | 063 | 573




Dado que el grafico (ver figura 5), sugiere
un componente cuadratico, se realizo un
ajuste con una funcion polinébmica grado 2
con la que se obtuvo una correlacién (r) de
0.98, una reduccidon del error estandar de
prediccion a 0.26 %Brix y el coeficiente
constante presento un valor p<0,0001,
presentando una relacién lineal significativa
(ver tabla 5 y figura 6).

Tabla 3. Analisis de regresion calibracion a 292 nm.

Variable N R* R'A] CoefC  EEC
concentracion SST %BRIX /092 092 0,96 0,34

Coeficientes de regresidn y estadisticos asoc

Coef Est. EEL(9%) LS(95%) T pvalor
const 782 01 T 813 7631 <0,0001
absorbancia 109 005 097 12 1944 <0,0001

Cuadro de Analisis de la Vananza (SC tipo IIl

FV. sC gl CM F palar
Madela 4348 14348 37786 <0,0001
absorbancia 4348 1 4348 377,86 «0,0001
Ermror 38 3012

Total 4727 M

E.E.C = Error estandar de calibracion.

Tabla 4. Analisis de regresion validacion a 292 nm.

Variable N R? R?A] Coef C EEP
Predichos UV-Vis %Brix 2 0,84 0,83 0,92 047

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Es. EE L% LSO% T  pulo
const 07 089 1T 25T 078 0443
Ref. SST %Brix 082 009 073 112 9 <000

Cuadro de Andlisis de la Vanianza (SC tipo ll)

FV. sC gl CM F pvalor
Modelo 21,82 1 21,82 98,77 <0,0001
Ref. SST %Brix 182 1 21,82 98,77 <0,0001
Ermor 42 19 0,22

Total 26,01 2

y=0,921x + 0,708

12,57 :
R*= 0,838
% E.E.P=0.47
B 4142
g -
5
g2 10,284
i
2
0
o
o 9,14
g
Z
7,99 T T T T
8,02 9,23 10,45 11,88 12,87

Walores Referencial S5T BRI

Fig. 5. Resultados de prediccién UV-Vis establecido con el
modelo de regresion lineal para SST %Brix.

Tabla 5. Analisis de regresion lineal modelo polinébmico 2°
grado, validacién a 292 nm.

Variable N R? R2A] CoefC EEP
Predichos UV-Vis %Brix 21 095 0,95 098 0.26

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE  LI(95%) LS(35%) T p-valor
const 2347 38 -4 155 6,18 <0,0001
Ref. SST %Brix 577 0.76 418 7.36 7.63 <0,0001
Ref2 88T %Brix -0.24 0,04 -0.32 016 643 <0,0001
Cuadro de Andlisis de |a Varianza (SC tipo 1)

FV. SC ql CM F p-valor

Modelo 24,74 2 12,37 17477 <0,0001

Ref. 88T %Brix .82 1 2182 308,25 <0,0001

Ref2 88T %Brix 292 1 292 41,3 <0,0001

Error 127 18 0,07

Total 26,01 20

Cuadro de Andlisis de |a Varianza (SC tipo ll)

FV. SC ql CM F p-valor
Modelo 24,74 2 12,37 17477 <0,0001
Ref. SST %Brix 24,74 2 1237 174,77 <0,0001
Error 127 18 0,07

Total 26,01 20

SC tipo 1= se refiere al orden de los términos del modelo
que se relacionan con una jerarquia que es Uutil para su
interpretacion, por ejemplo: modelos con términos
polinémicos.

SC tipo lll= se refiere al reflejo de la contribucidon de cada
término del modelo, dado que todos los otros términos estan
también presentes en el modelo.

y=-0,24%%+5,77% - 23,47

R?= 0,950
11.38_ E.E.F’=ﬂ.26
-
e
m
= 045
x
5
g 9511
=
&
a
w B,584
=
m
=
7,65 T T T 1
a,02 9,23 10.45 11,66 12,87

Valor Referencial SST %BRIX

Fig. 6. Resultados de prediccion UV-Vis establecido con el
modelo de regresion lineal polinémica 2° grado para SST
%Brix.

Aunque no hay reportes sobre el valor de
regresion de validacion en SST por UV-Vis,
el valor de la regresion de este trabajo es
similar a estos obtenidos en otras frutas por
NIRS; r= 0.91 en tomate (Shao et al., 2007)
y r= 0.92 en kiwi (McGlone et al., 2002). De
otra manera, se ha encontrado buenos
resultados en mandarina ‘Satsuma’ r = 0.96
(Gomez et al., 2006), y en manzana ‘Fuj’
conr=0.97 (Liu & Ying, 2005).



3.3. Prediccion del contenido del % acido
citrico.

La determinacion de la acidez de zumos
comerciales y naturales se lleva a cabo
mediante una valoracion acido—base; los
resultados que se obtienen corresponden a
la suma de los acidos minerales vy
organicos, aunque de manera general en el
caso de frutas y hortalizas, se tratan de los
acidos citrico, malico, oxalico y tartarico
(Yufera, E, 1998)

La correlaciéon de calibracion entre el
espectro UV-Vis vy él % de acido citrico fue
bueno con un rigual a 0.86 y un E.E.C de
0.23 % A. Citrico (ver tabla 6); en la
aplicacién del modelo para predecir otras 21
frutas de naranja los resultados fueron
similares con un r= 0.85 y un E.E.P de 0.23
% A. Citrico. Sin embargo el E.E.P siendo
bajo, el coeficiente constante no tuvo
relacion significativa con los valores
predichos de UV-Vis % A. Citrico con un
valor p= 0,148; por lo anterior se realizo un
ajuste con el modelo de regresion lineal
polinbmica de 2° grado. Con la que se
obtuvo una correlacién (r) de 0.95, una
reduccién del error estandar de prediccion a
0.14 % A. Citrico y el coeficiente constante
presento un valor p<0,0001, presentando
una relacion lineal significativa (ver tabla 7 y
figura 7).

Aunque no hay reportes sobre trabajos
realizados sobre el valor de regresion de
validacion en A. Citrico por UV-Vis, existen
pocos trabajos realizados con la técnica
NIRS en manzana ‘Fuji’, Liu and Ying
(2005) obtuvo un modelo de prediccion r=
0.72 y un E.E.P= 0.0043 g/100 gr de peso
fresco expresado en % A. Malico.

En la figura 8 se observa que no existen
diferencias significativas entre los valores
estimados al aplicar la ecuacion de
calibracién con respecto a los obtenidos por
métodos quimicos para los componentes
medidos.

Tabla 6. Analisis de regresion calibracion a 246 nm

Variable N R R'A] CoefC EEC
% A. Citrico ki 03 on 0.86 0.23

Coeficientes de regresidn y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T palor
const 043 012 018 0,67 349 00014
absorbancia 0,62 007 049 0,75 946 <0,0001

Cuadro dz Andlisis de |2 Vananza (SC tipo II)

FV. sC gl CM F pvalor
Modela 483 1 483 8995 <0,0001
absorbancia 483 1 483 8995 <0,0001
Emor 1,17 30005

Total 6,61 i

Tabla 7. Analisis de regresién lineal modelo polinémico 2°
grado, validacion a 246 nm.

Variable N Rz RzA] Coef C  EEP
Predichos UV-Vis % A. Citrico il 0N 09 0,95 0,14

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est.  EE. LI95%) LS{%%) T  palor
const 3 08 415 8 546 <0,0001
Ref % A. Citrico 491 068 348 63 723 <0,0001
Ref2 % A. Citrica 419 02 A6 078 608 <0,0001

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

FV. SC gl CcM F pvalor
Modelo 326 2 163 8895 «0,0001
Ref % A. Citrico 2,59 1 259 14094 <0,0001
Reft2 % A. Citrico 0,68 1 0,68 3696 <0,0001
Error 033 18 0,02

Total 359 20

Cuadro de Analisis de la Vanianza (SC tipo lll}

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo 326 2 163 88,95 <0,0001
Ref % A. Citrico 326 2 163 88,95 <0,0001
Error 0,33 18 0,02

Total 359 20

y=-1,19%*+4,91x - 3
R*= 0,91
2,17 E.E.P=0.14

1,74

1,31

0,83

Yalores Predichos UV-Vis %A Citrico

0,45 T T T
0,29 1,231 1,73 215 2,57

WValores Referencial %A Citrico

Figura. 7. Resultados de prediccion UV-Vis establecido con
el modelo de regresion lineal polinémica 2° grado para % A.
Citrico.



El analisis estadistico permite comparar los
resultados de los analisis quimicos con los
valores obtenidos a partir de los espectros
UV-Vis y asi obtener los respectivos
parametros de validacidon mediante el
programa Microsoft Excel. Este genera un
conjunto de datos, los cuales se encuentran
en la Figura 8.

Los componentes presentaron un error de
prediccion entre 0.14 y 0.46% maximo, lo
cual significa que el modelo de calibracion
se ajusta a las muestras ya que no
sobrepasaron el 10% aceptado.
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% COMPOMNENTE

0
ESTADOO | ESTADO1 | ESTADO?2 | ESTADO 3 | ESTADO4 | ESTADOS | ESTADO G

B QUIMICO $5T 828 8,65 8,93 9,28 591 10,36 1161

BUVSST 821 841 8,70 915 1034 10,86 11,05

QUIMICO ACIDO | 2,34 201 143 138 126 11 1,06

BUVACIDO 101 189 172 157 136 120 0,74

3.4. Prediccion del contenido de p-
Carotenos mg/ml.

Este es el carotenoide mas abundante en la
naturaleza y el mas importante para la dieta
humana, por lo que da su nombre a todo un
grupo de compuestos bioquimicos.

El espectro de absorcion del B-caroteno
muestra dos picos de absorcion entre los
400 nm y 500 nm, correspondiente al azul y
verde, por lo que la luz roja-anaranjada-
amarilla que refleja le proporciona su color
caracteristico.

Se usd la curva de calibracién ya
establecida para el sigma de trans-beta-
caroteno, obtenida a partir de soluciones
preparadas con acetona a diferentes
concentraciones, medida a una longitud de

onda de 455 nm, celdas de cuarzo de 1.0
cm de recorrido O6ptico, obteniendo una
ecuacion de predicho UV-Vis (ver tabla 8).

Y=4,28x + 0,01 con r=1 y un E.E.C igual a
0.00648 mg/ml de B-Carotenos.

Tabla 8. Curva de calibracion de carotenos Concentracion
en mg/ml.

Concentracion

mgy'mil Absorbancia
0,00 0,00
0.20 0.043
0.25 0.057
0,30 0,068
0,35 0,081
0.40 0,093

Para poder validar este método para
predecir el contenido de [B-carotenos, se
realizo una curva patrén con las muestras
de cada estado de las frutas de naranjas,
obteniendo como resultado un r= 1 y un
E.E.P igual a 0.000616 mg/ml B-carotenos
(ver tabla 9).

Tabla 9. Analisis de regresion calibracion a 455 nm.
Variable N R REAl coef C. EEC
Conc. pcarot. mg/ml K 1 1 1 6,16E-04

Cogficientes dz regresidn y estadisticos asociados

Coef st EE L% LSG5% T palr
const 001 3M0E04 001 001 3245 <0001
absorbancias 128 160EM 428 42 2642528 00001

Cuadro de Analisis dz la Varianza (SC tipo Il

FV. 5C g CM F o pualor
Modelo 266,83 1 26683 TE+05 <0,0001
absarbancias 266,83 1 26683 TE+0§ <0,0001
Errar 1,30E05 33 380E07

Tatal 266,83 U

Como se puede observar la ecuacion puede
predecir el contenido de [-carotenos en
frutas de naranjas con un error estandar
menor de 0.05 de probabilidad y un r= 1.

4. PROCESAMIENTO DIGITAL DE

IMAGENES.

El procesamiento de una imagen busca
modificar dicha imagen para que el de
segmentacion produzca los resultados



deseados, ya que dicho modulo agrupa en
regiones homogeéneas de color.

Uno de los objetivos mas importantes en la
vision por computadora es poder detectar
objetos ya sea desde simples objetos en un
fondo uniforme, hasta la deteccion de
patrones como colores, formas o incluso
rostros. Cabe destacar que un paso muy
importante para cumplir este objetivo es la
segmentacién de imagenes, el cual es un
proceso que consiste en obtener las
regiones mas importantes en una imagen o
los elementos que deseamos reconocer.

La imagen en color se denota como imagen
de color verdadero si los componentes del
vector de la imagen en color digitalizados
representan las transmisiones de espectro
de luz visible (Dalley, G, et al, 2002).

Utilizando el algoritmo en opencv se
analizan los diferentes contornos de RGB y
el valor del matiz (H) en una coordenada
(figura 9).
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Figura 9. Algoritmo de contorno de RGB y valor de matiz en
una coordenada.

Al ejecutar el algoritmo se obtuvo como
resultado que la matiz en el punto 50,50 es
100 lo que quiere decir que existe una
combinacién de rojo y verde dando una
color amarillo anaranjado en el estado de
maduracion 6 (figura 10).

Figura 10. Contornos RGB y HSI

Y como resultado de la matiz (figura 11).

wal 1)
Fig

ura 11. Resultado de la matiz (H)=100

El proceso de segmentacién me indicara el
color real de la imagen y percibido por la
computadora en el espectro visible (figura
12)

Figura 12. Resultado del color real de la fruta eestado e
maduracioén 4, mostrando los valores en HSB.

4. Conclusiones.

* Este trabajo demuestra que la facil
coleccion de espectros a través del UV-
Vis permite una rapida determinacion del
contenido de SST % Brix, % A. Citrico y
B-carotenos en jugo de naranjas en
diferentes estados de maduracién y un



aumento de la velocidad en la realizacion
del analisis de rutina en los laboratorios.

*Es posible obtener una buena prediccion

del contenido de los componentes de
calidad como SST % Brix, % A. Citrico y
B-carotenos en longitudes de onda de
292, 246 y 455 nm en UV-Vis,
respectivamente.

eLas ecuaciones evaluadas en calibracion

presentaron coeficientes de determinacion
superiores al 70%, y correlaciones por
encima del 80% estos valores son bajos
debido a la variabilidad natural del
material experimental y a causa de la
variabilidad de las desviaciones de los
datos dentro de la cantidad limitada de las
muestras.

*Para la realizacion de la curva de
calibracion y posterior validacién se
requiere gran cantidad de muestras que
tengan un amplio rango en sus valores de
componentes de calidad interna para que,
asi mismo, se vean reflejados en los
resultados.

*Con respecto al procesamiento de

imagenes se presentaron dificultades en
el proceso ya que el color se ve afectado
por la iluminaciéon y por la toma de
fotografia, sin embargo cabe decir que
con una buena iluminacién para cada
fotografia podriamos crear un sistema de
clasificacion de frutas por medio del color
y relacionarlos con los parametros de
calidad ya antes mencionados.
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