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Determinacidn de grasa y humedad en aceitunas mediante medidas de
reflectancia en infrarrojo cercano

Por A. Jiménez, E. Izquierdo, F. Rodriguez, J. |. Duefias y C. Tortosa

Laboratorio Quimicontrol S.L. Ctra Bailén s/n. Linares. 23700 (JAEN)

RESUMEN

Determinacion de grasa y humedad en aceitunas me-
diante medidas de reflectancia en infrarrojo cercano.

Utilizando un equipo de medida de la reflectancia en el
infrarrojo cercano, dotado de una éptica basada en filtros de
interferencia, se han obtenido combinaciones lineales de estos
filtros que han permitido medir, de forma simultanea, al instante y
sin empleo de reactivos quimicos, diferentes parametros en la
aceituna sin méas preparacion que la molienda de ésta en un
molino de martillos. En el pardmetro «Contenido graso total» y
para el intervalo 15.70%-33.00%, se obtiene una buena
correlacion entre los valores que predice el equipo de infrarrojo, al
aplicar la correspondiente ecuacién y los obtenidos mediante el
método de referencia Soxhlet, con un coeficiente de correlacion
r=0.9908 y un error estandar de la prediccion SEP=0.811. En el
parametro «Humedad y materias volatiles» la correlacion entre la
prediccién con infrarrojo y el método de referencia de desecacién
en estufa, presenta un coeficiente de correlacion r=0.9939, con
un SEP=0.928, para el intervalo de 36.5% a 65.0%.

PALABRAS-CLAVE: Aceituna - Humedad - Infrarrojo cerca-
no - Riqueza grasa.

SUMMARY

Determination of fat and moisture in olives by near-
infrarred reflectance spectroscopy.

A near-infrarred reflectance (NIR) equipment with optical
based on interference filters was used. Lineal combination of
these filters were obtained for measuring oil content and moisture
in olives. A good correlation in the interval 15.70% to 33.00%,
between olive oil content predicted by near-infrarred and data
obtained with the Soxhlet method has been obtained (correlation
coefficient r=0.9908 and estandar error of prediction SEP=0.811).
For moisture, a good correlation, in the interval 36.5%-65.0%
between measures obtained by near-infrarred prediction and the
reference dry-oven method was also observed (r=0.9939 and
SEP=0.928). With a near-infrarred technique measurement of
both parameter can be takes concurrently and in a few seconds.
Chemical reagents and complex sample preparation are not
required, only milling of drupes by a hammer crusher.
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1. INTRODUCCION

‘ La aceituna, drupa oval y Unico fruto del olivo, cons-
tituye la materia prima en el proceso de obtencién del
aceite de oliva virgen. Una vez el fruto alcanza su esta-
d? de madurez 6ptimo, es recolectado y enviado inme-
diatamente a la almazara donde, por procedimientos

exclusivamente mecanicos de presién o centrifuga-
cion y empleando bajas temperaturas se obtiene el
zumo del fruto, el aceite de oliva virgen.

Bajo el punto de vista industrial, los dos principa-
les componentes de la aceituna son el aceite y el
agua de vegetacion, cuyas determinaciones adquie-
ren una notable importancia. El contenido total en
aceite es la base para pagar a los agricultores por la ri-
gueza en este elemento de la aceituna que aportan a
la fabrica; en el proceso de fabricacion el conocimiento
de este parametro es necesario para evaluar el rendi-
miento real del proceso. La humedad tiene su mayor
interés en lo que se refiere al proceso de elaboracién y
en particular en los modernos sistemas denominados
de dos fases. El agua de vegetacién de la propia acei-
tuna afecta directamente a importantes variables de
regulacién del sistema de elaboracion, relacionadas
con el rendimiento industrial, como son: la posicion,
respecto del eje de rotacion, del punto de salida del
aceite y la adicién de agua al decantador centrifugo
{Hermoso M. et al., 1994).

La determinacién de estos dos pardmetros vie-
nen realizandose mediante métodos de laboratorio,
caracterizados unos por su lentitud, bien porque pre-
cisan de una preparacién previa, como es la deseca-
cién en estufa o la extraccidn en Soxhiet; otros
porque necesariamente han de emplear disolventes
quimicos, como son el caso del Soxhlet y el Autelec;
en general, todos se caracterizan por ser métodos
destructivos al modificar las caracteristicas de la
muestra respecto al original.

La necesidad de una metodica que proporcione
informacion rapida, suficientemente precisa y limpia
con el medio ambiente, hace de la técnica NIR una
opcion interesante.

La técnica NIR viene utilizandose, desde princi-
pios de la década de los 70, en otros sectores agroa-
limentarios e industriales, habiéndose desarroltado
numerosas aplicaciones cualitativas y cuantitativas
en diferentes productos; son clasicas las determina-
ciones de aceite, humedad y proteinas en cereales y
semillas oleaginosas (Hartwig R.A. et al.,1990)
(Bichmann N.B., 1995) (Kaffka K.J. et al.,1995)
(Parker E.F.,1995) (Daun J. et al.,1996) (Pérez B. et
al., 1998). Su rapida aceptacién ha sido motivada
por el hecho de ser una técnica que no altera la
muestra, permite realizar la determinacién simulta-
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nea de varios parametros, su medida es instantanea
y no precisa de disolventes quimicos.

La utilizacién de esta técnica en el sector olivare-
ro se ha llevado a cabo hace relativamente poco
tiempo y aplicado al subproducto orujo (Garcia J.A.
et al., 1996)(Hermoso M. et al.,, 1997), sin embargo
no se ha enconirado referencia alguna respecto de
la aceituna.

En este trabajo, se pretende desarrollar y verifi-
car la calibracién mediante infrarrojo cercano para
los parametros: grasa en humedo y humedad de la
aceituna, empleando los valores de la reflectancia
de los 10 filtros que vienen montados en el equipo
disponible en nuestro laboratorio.

2. MATERIAL Y METODOS

Muestras de aceituna

Se emplearon un total de 70 muestras de aceitu-
na, de la variedad PICUAL, procedentes de almaza-
ras situadas en diferentes zonas de produccion y
tomadas a lo largo de toda la campafia de recolec-
cion, (entre el 1 de Diciembre de 1998 y 28 de Febre-
ro de 1999). El rango de muestras cubre el intervalo
que presenta la aceituna en los parametros: Conte-
nido graso total, referido a materia humeda; hume-
dad y materias volatiles. Las muestras se han
analizado inmediatamente a su recepcion, sin que
haya transcurrido mas de 24 horas desde gque se re-
colectaron del arbol. Factores agronémicos como
zona de produccion y estado de madurez del fruto,
han sido tenidos en cuenta en este estudio.

Preparacion de la muestra

La muestra de aceituna, del orden de un kilogra-
mo, es molida en un molino de martillos con criba
dentada, obteniéndose un granulado del hueso fino
y homogéneo. La muestra triturada se homogeneiza
y una porcion de ésta se deposita en la cépsula de
medida del equipo NIR, realizdndose la adquisicion
del espectro. El.resto de la muestra se emplea para
realizar los analisis con los métodos de referencia.

Métodos de analisis de referencia

Para determinar la humedad de la muestra se uti-
liza el método de desecacion en estufa a 105°C. Una
porcién de 45gr, de muestra homogeneizada, se de-
positan en una cépsula de porcelana y se deseca en
una estufa a 105°C durante 12 horas. La perdida de
peso da el porcentaje de humedad y materias volati-
les en la muestra (Frias L. et al., 1991).

El parametro de: contenido graso total, referido a
materia himeda, se realiza empleando el método de
extraccion de la grasa en Soxhlet con éter de petro-
leo. La muestra desecada, empleada en la determi-

nacion de la humedad, es introducida en un extractor
Soxhlet y extraida la grasa durante 8 horas con éter de
petréleo. La cantidad de aceite recuperado, referido al
peso de la muestra humeda, da el contenido graso
total (Frias L. ef al., 1991).

Analisis de las muestras mediante infrarrojo
cercano

Se utiliza el equipo NIR-Infr Alyzer 2000 (Bran+
Luebbe GMBH, Norderstedt, Alemania 1997). En
este equipo, la muestra triturada es irradiada con
longitudes de onda especificas del espectro del in-
frarrojo cercano, comprendidas entre 1445nm vy
2310nm. Su sistema 6ptico esta basado en una rue-
da con 10 filtros de interferencia, de unas longitudes
de onda definidas y con un paso de banda de 2 nm.
Cada muestra, molida y homogeneizada, es someti-
da a dos barridos de la rueda de filtros. Los datos
son almacenados en el ordenador como medida de
absorbancia (log 1/R) de cada uno de los filtros.
Para realizar Ia calibracion y la verificacion de la ca-
libracion, se utiliza el valor medio de los dos barri-
dos, sin ningln tratamiento matematico.

Seleccién de las muestras de calibracion y
verificacion

Reunidos los valores de los andlisis de referencia
y del infrarrojo cercano, las 70 muestras, se ordenan
en un orden creciente para cada parametro y se sub-
dividen en dos grupos para realizar los tratamientos
de datos. Para la humedad se seleccionan 55 mues-
tras para calibracién y 17 para prediccion (verifica-
cion de la calibracién); para la grasa 50 muestras
son para la calibracion y 20 para la prediccion. Esta
seleccion se ha realizado de forma manual, procu-
rando que en cada subgrupo se cubriese el rango
previsto de analisis.

Analisis estadistico de los datos

El desarrollo de las ecuaciones de calibracion se
ha efectuado mediante regresién lineal multiple
(MLR). Los datos de absorbancia de los filtros
(log1/R), del conjunto de calibracion, junto con los
datos de los métodos de referencia, para cada uno
de los parametros estudiados, son analizados me-
diante el paquete estadistico SAS (Charles Lin C. et
al., 1985). Se utiliza el procedimiento de regresion
REG. La mejor combinacion lineal de filtros (varia-
bles independientes) se selecciona mediante la op-
ciéon RSQUARE del procedimiento, esta opcion
realiza todas las combinaciones posibles de las va-
riables independientes y da, en la salida impresa, los
estadisticos: Coeficiente de determinacion mdltiple
(R?), Coeficiente de Mallow (C) y raiz cuadrada del
cuadrado medio del error estandar (RMSE). Se toma
como criterio para seleccionar la mejor combinacion:
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R® mas elevado, valor de C, mas préximo al numero
de términos que emplea la ecuacién y el valor de
RMSE mas bajo. Con los filtros seleccionados se
realiza una regresion lineal multiple para obtener los
correspondientes coeficientes y los estadisticos de
evaluacion de la ecuacion: R?, F-ratio y SEC.(Jero-
me J.W. Jr, 1992)

La ecuacién lineal mditiple resultante se utiliza
para predecir los datos del conjunto de validacién.
Se calculan los estadisticos: coeficiente de correla-
cion entre valores de laboratorio-prediccion infrarrojo
(r), SEP y sesgo (Jerome J.W. Jr, 1992).

Se determina el error de laboratorio de los méto-
dos de referencia (SEL), analizando, por duplicado,
12 muestras de contenidos diferentes en ambos pa-
rametros.(Grant TW., 1985).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

a) Contenido graso total en hlimedo. En la tabla
n® 1, se indica los resultados de la calibracién del
equipo de infrarrojo cercano para el parametro de
contenido total en aceite, referido a la materia hiime-
da. El rango empleado es suficientemente repre-
sentativo de los valores que se pueden encontrar
para este fruto y, como se aprecia en la figura n® 1A,
las muestras cubren todo el intervalo de forma satis-
factoria. La ecuacion lineal mdiltiple de calibracién
obtenida posee un elevado coeficiente de correla-
cion con un nivel de significancia alto (o < 0,001). El
valor de la F-ratio indica, ademas, que la ecuacion
es bastante robusta. Los filtros de interferencia se-
leccionados corresponden a las longitudes de onda:
1445nm, 1759nm, 1778nm, 2270nm y 2310 nm; es-
tas longitudes de onda se encuentran dentro de al-
gunas de las bandas de absorcién caracteristicas
que pueden observarse en los aceites (Velasco L et
al., 1998) (Bhatty R. S, et al., 1991) (Baeten V, et al.,
1997), concretamente en las regiones de 1350 a
1450 nm, 1650 a 1800 nm y 2250 a 2380nm. Las vi-
braciones y estructuras moleculares que suelen
asignarse con mas frecuencia a estas bandas co-
rresponden a grupos O-H/C-H en combinacién, C-H
en vibracion/cis=C-H y C-O en vibraciéon C-H rota-
cién del segundo sobretono respectivamente (Bae-
ten'V, et al, 1997), (Shenk J.S, 1992) (Ralph T.H. et
al,1956) (Bhatty R.S.,1991) (Pandford J.A.,1988)
(Sato T. et al, 1991). En la figura n° 1A se representa
los resultados de la calibracion, indicandose los Iimi-
tes de confianza al 99%, respecto al valor medio.
(Charles L. C., et al, 1996).

En la tabla n° 1 se indican los coeficientes de la
ecuacion de correlacion mdaltiple obtenida, asi como
los diferentes estadisticos obtenidos para evaluar la
calibracion. La aplicacion de la ecuacién: y= 25.6961
- 42.52*A1445 + 366.08*A1759' 300.39*/\1773 -53.51 *Agazo
+ 34.94*Ags1o ( y= % Grasa en himedo, A= absor-
bancia del filtro a «i» nm), a los datos de absorbancia
del conjunto de verificacién, da lugar a los resultados
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Figura 1
Datos de prediccion, mediante infrarrojo cercano, del
contenido graso total de la aceituna, referido a materia himeda.
A) Datos de calibracién y limites.de confianza al 99%
B) Datos de la verificacién

reflejados, también, en la tabla n° 1. La figura n°1B
muestra, graficamente, los resultados de la verifica-
cion. El error estédndar de la prediccion (SEP) es ma-
yor que el error de laboratorio (SEL=0.20), aunque
dentro del intervalo 0.1- 0.92 encontrado para ran-
gos similares en otras semillas oleaginosas (Harwing
R.A., et al,, 1990) (Pandford J.A., et al., 1988) (Pand-
ford J.A., et al., 1990) (Bhatty R.S.,1991) (Daun
J., et al., 1996). El 55% de las muestras caen
dentro del intervalo de confianza definido en la ca-
libracion.

b) Humedad y materias volatiles. En la tabla n
2 se indica los resultados del proceso de calibracion.
Para este parametro y a partir de las 55 muestras
seleccionadas para el conjunto de calibracion, la
mejor ecuacion de correlacién multiple obtenida me-
diante el algoritmo RSQUARE (Charles L.C., et al,
1985) ha seleccionado seis filtros de interferencia
que corresponden a las longitudes de onda:
1759nm, 1778nm, 1940nm, 2100nm, 2180nm y
2208nm. Las longitudes de onda 1778 y 1940 nm se
asocian frecuentemente a la humedad y bandas O-H

(o]
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Tabla 1

Resultados de calibracion y verificacion para el parametro «Contenido graso» en aceituna, referido a
materia himeda

Calibracién

N Rango(%) [M(K)  A2(K)  As(Ks)  Aa(Ke)  As(Ks) Ko R? R%ajust®  Feratio® SEC®
50 15.45-31.05  _1445(-42.52) 1759(366.08) 1778(-300.39) 2270(-53 51) _ 2310(34.94) 25.6961 0.9824 0.9804 491.3 05213
Verificacién

N*  Rango (%) r SEPY Sesgo”

20 15.7-33.0 0.9908 0.811 -0.0048

a) Ne de muestras; b) Longitudes de onda seleccionadas (1), en nm y coeficientes de la ecuacion obtenida (K),Ke=intercepto; ¢) Cuadrado
del coeficiente de determinacién de la ecuacién lineal multiple, ajustado; d) Estadistico F del andlisis de la varianza de la regresion muiltiple;
o) Error estandar de la calibracién; f) Coeficiente de correlacion entre valores referencia-prediccion infrarrojo, en la verificacién; g) Error es-

tandar de la prediccién (verificacion); h) Valor medio de los gesiduales.
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Figura 2
Datos de prediccién mediante infrarrojo cercano de la humedad y materias volétiles de la aceituna. A) Datos de calibracion e
intervalo de confianza al 99% ; B) Datos de verificacion

Tabla 2
Resultados de calibracion y verificacién para el parametro «<Humedad y materias volatiles» en aceituna
Calibracién
N Rango(®) (KD oK) Ma(K) MKy As(Ke)  Ask) Ko PR ai’f‘;tc Fratio"  SEC®
55 33.9-66.5 1759(-718.55)  1778(842.34) 1940(-4.6457) 2100(332.81) 2180(-1309.66) 2208(906.69) _ 10.05 0.9755 0.9725 319.1 1.2746
Verificacién
N Rango(%) r SEP® Sesgo”
17 36.5-65.0 0.9939 0.928 -0.18

Ver la tabla ne 1 para la identificacion de las referencias.

(Shenk J.S.,1992) (Barton F.E., et al.,1988) (Pand-
ford J.A., et al., 1988) (Hartwig R.A.,. et al., 1990)
(Benson 1.B., 1995), el resto de las longitudes de
onda se asocian a vibraciones C-H/C-O/C=0 (Shenk
J. 8., 1992), lainclusién de estas longitudes en el pa-
rametro analizado puede justificarse por el hecho de
que durante la desecacion en estufa a 105°C se eli-

mina, junto al agua, materias volatiles de naturaleza
orgénica. Hartwing et al. (1990), incluye la A=1759nm
dentro del pardmetro humedad; Pandford et al.
(1988), incluye longitudes préximas a los 2100nm y
2200nm en la determinacion de la humedad de algu-
nos productos oleaginosos. La ecuacién de calibra-
cién obtenida es altamente significativa (¢.<0,001) y
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con un buen coeficiente de correlacién (R?=0,9755).
En la tabla n°2 se indica los coeficientes de la ecua-
cidn y en la figura n°2A los resultados de la calibra-
cién y Iimites de confianza al 99%.

A los datos de absorbancia de las 17 muestras
del conjunto de verificacion, con valores comprendi-
dos entre el 36.5% y el 65.0%, se les aplica la ecua-
cion de calibraciéon: y=10.05 - 718.55"A¢;e +
842.34*Arrzg - 4.6457 Asgaot 332.81% Asioo -1309.66*Az1so
+ 906.69*Ax0s (y=% Humedad y materias volatiles),
obteniéndose los resultados reflejados en la tabla n°2.
El error estdndar de predicciéon (SEP) es mayor que
el error de laboratorio (SEL=0,40) encontrandose
dentro los intervalos observados en otros productos
oleaginosos (Pandford J.A., ef al,1988) (Hartwig R.A.,
et al,1990) (Garcia J.A., et al,, 1996). El porcentaje de
muestras que caen dentro del intervalo de confianza
definido en la calibracion es mayor del 80%.
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