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RESUMEN. La espectroscopia de infrarrojo cercano NIRS
(por sus siglas en inglés) se emplea para el control de calidad
de los alimentos. La determinacion de amilosa en el arroz es
un caracter heredable que correlaciona con la calidad del
grano, importante en los programas de fitomejormaiento de
arroz. El presente trabajo, establece la viabilidad de evaluar
el contenido de amilosa en el arroz con la técnica NIRS. Ini-
cialmente, se determind entre arroz paddy o integral, cual es
el mas apropiado para evaluar amilosa empleando NIRS. Se
tomaron espectros a las 540 materiales de arroz procedentes
del germoplasma del Fondo Latinoamericano para Arroz de
Riego FLAR, y posteriormente se hizo analisis de componen-
tes principales y analisis de regresion multiple en cada tipo de
arroz. El arroz integral fue el que obtuvo mejores resultados
estadisticos. En el desarrollo de la calibracion se empled como
referencia otra calibracion en NIRS basada en harina de arroz
con un R2=0.9 de calibracion y R2=0.78 de validacion, y se
empled Winisi para desarrollar la quimiometria. Se utilizé mi-
nimos cuadrados parciales MPLS y una matematica de
2,1,1,2; longitud de onda de1100-2492,2, lo que arrojé un
R2>0.68 de validacion externa,aceptable para caracterizar las
generaciones tempranas, con aproximadamente el 83% de
aciertos. Los programas de fitomejoramiento del FLAR eva-
ltan 15.000 materiales en el afio en las generaciones tempra-
nas, lo que significa US$ 3.600 ddlares y 45 dias menos que
evaluar con la calibracién de harina de arroz, siendo la que
actualmente se emplea en el FLAR.
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INTRODUCCION

El arroz, el trigo y el maiz son los tres cereales de
mayor importancia en el mundo, suscitando una alta in-
fluencia en la nutricion humana y en la seguridad alimen-
taria (1). Un aspecto importante en el arroz son las
caracteristicas culinarias las cuales estan relacionadas
con la estructura quimica delalmidon (2), este polimero
estd compuesto por dos moléculas,una es la amilosa y la
segunda la amilopectina (3), el mayor o menor contenido
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SUMMARY. Evaluation of rice amylose content by
near infrared Spectroscopy. The determination of ami-
losa in the rice is an inheritable character that it correlates
with the quality of the grain, importantly breeder rice.
The present work, it establishes the viability of evalua-
ting the content of amilosa in the rice with the techno-
logy NIRS. Initially, paddy or integral decided between
rice, which is most adapted to evaluate amilosa using
NIRS. Spectra took to 540 materials of rice of the germ-
plasms banks of the Latin American Found for Irrigated
Rice. FLAR, and later there was done analysis of prin-
cipal components and analysis of multiple regression in
every type of rice. The brown rice was the one that most
better statistical results. In the development of the cali-
bration another calibration used as reference in NIRS
based on flour of rice with a R2 = 0.9 of calibration and
R2 =0.78 of validation, and Winisi was used to develop
the chemometrie. There was in use square minimums
partial MPLS and a mathematics of 2,1,1,2; wavelength
de1100-2492,2, which a R2 = 0.68 of external, accepta-
ble validation to characterize the early generations, with
approximately 83 % of successes. The programs bree-
ding of the FLAR evaluate 15.000 materials in the year
in the early generations, which means US$ 3.600 dollars
and 45 days less that to evaluate with the calibration of
flour of rice, being the one that nowadays is used in the
FLAR.
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de amilosa en el grano determina la calidad en
cuanto a su cohesividad, textura y brillo del arroz
cocido (4).En general, se puede considerar que el
contenido de amilosa relaciona varias caracteristicas
de la calidad culinaria del arroz.

Existen variasmetodologiasutilizadas para la de-
terminacion del contenido de amilosa, una es el mé-
todocolorimétrico registrado por la Asociacion
Americana de Quimica de Cereales AACC (5),el
cual ha sido consideradode referencia para determi-
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nar el contenido de amilosa en programas de mejora-
miento de arroz (6). El NIRS,es un instrumento usado
en la determinacion del almidén de arroz (6 y 7). Para
evaluar el contenido de amilosa empleando el NIRS,
se requiere realizar una calibracion utilizando la qui-
miometria como herramienta principal,que permite ob-
tener un modelo matematico ideal para predecir el
contenido de amilosa en el arroz. En la literatura se re-
portan diferentes calibracionesparadeterminar el con-
tenido de amilosa de forma rapida y con poca cantidad
de muestra, favoreciendo el proceso de seleccion ge-
nética en los programas de mejoramiento de arroz (3,
8 y 9).Asimismo, se reportan trabajos de caracteriza-
cion de amilosa utilizando calibraciones obtenidas en
el NIRS con muestras de arroz integral (10 y 11).

La técnica NIRS para evaluar el contenido de ami-
losa, es la principal metodologia empleada en el Fondo
Latinoamericano para Arroz de Riego FLAR y en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT, esta
metodologia es utilizada con muestra de harina de
arroz. La preparaciéon de la harina, consiste en
secar,descascarar, pulir y pulverizar el arroz, y luego
dejar en reposo durante ocho horas para estabilizar la
humedad de la harina, esteproceso es consideradolargo
y dispendioso,afectando la eficiencia en laevaluacion
de amilosa. Se estimd una reduccion significativa al
calcular el tiempo y costo para realizar el mismo ana-
lisis empleado arroz con menos proceso de preparacion
de muestra: como arroz paddy o arroz integral, dejando
como resultado optimizacion del proceso. En el mismo
orden de ideas, evaluar el contenido deamilosa en
muestra con la menor manipulacion y preparacioncon-
tribuye con los resultados del programa de fitomejora-
miento del FLAR y el CIAT,no sélo porque se reduce
el tiempo de preparacion de muestrasy el costo de ope-
racidn, sino también porque se entregan mas rapido los
resultados y se genera mayor capacidad de analisis, te-
niendo en cuenta que,en los ultimos afos se ha venido
incremento el nimero de evaluaciones de amilosa en
el laboratorio de calidad de arroz del FLAR, pasando
de evaluar 13000 muestras en el ano2008 a 20000
muestras en el afio 2014.

El objetivo de este trabajo es establecer la viabilidad
de realizar una calibracién en el NIRS que cuantifique
amilosa con arroz en paddy o arroz integral ya que
estos dos requieren menos proceso de preparacion de
muestra, contribuyendo en la optimizacion del analisis
y en la efectividad en la entrega de resultados a los me-

joradores de arroz, quienes utilizan los datos para con-
tinuar sus avances de mejoramiento genético.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las actividades de este estudio se desarrollaron en
el Laboratorio de Calidad de Arroz del Fondo Latino-
americano para Arroz de Riego -FLAR, ubicado en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT.
Este Centro de Investigacion esté localizado en el ki-
lometro 17 recta Cali — Palmira, municipio de Palmira,
Valle del Cauca. Con una temperatura promedio de
26°C, una altura de 1001 m.s.n.m. y con coordenadas
3°29°56.42” Latitud Norte, 76° 21°22.36” Longitud
Oeste . La temperatura promedio del Laboratorio de
Calidad es 22 °C y humedad relativa de 56%.

Muestras

La muestra utilizada fue arroz paddy y arroz inte-
gral, para el método de referencia se utilizo harina de
arroz pulido. Se tomaron540 accesionesprocedentes del
banco de trabajo del CIAT con las cuales se realizé un
barrido espectral que permiti6é determinar el estado del
arroz ideal para desarrollar la calibracion. Se realizo la
calibracion del equipo con los495 materiales mas re-
presentativos de la muestra inicial, donde se utilizaron
variedades de arroz del CIAT, lineas y variedades del
FLAR, y un panel de diversidad de sub especies indicas
de arroz obtenidas del banco de semilla del Instituto
Internacional de Investigacion de Arroz IRRI (por sus
siglas en ingles). Para la seleccion de la muestra se tuvo
en cuenta el contenido de amilosa por categoria: alta,
intermedia y baja como también diversidad en la in-
formacién genética.

Preparacion de la muestras

La muestra utilizada en arroz paddy se sec6 al sol y
luego se limpid las impurezas como piedras, raquis, ra-
quillas arroz vano y otros. La muestra en arroz integral
ademas de la limpieza se descascard en un molino Su-
zuki MT-2005 N° 4.259-6; estos procesos se hicieron
tanto para el barrido espectral como para el desarrollo
de la calibracion. Para el método de referencia se uti-
liz6 muestra en harina, la preparacion de la harina de
arroz también demandodelimpieza, secado, descasca-
rado puli6 del grano utilizando el molino Suzuki MT-
2005 N° 4.259-6, que ademas de tener la opcion de
descascarar permite pulir el arroz. Posteriormente, las
muestras fueron pulverizadas en un molinoCyclone-
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LabSampleMill 3010-080p, con un tamafio de particula
Smm.

Toma de espectros

Las muestras de arroz: paddy, integral y harina se
analizaron y escanearon por duplicado empleando
NIRSSystem 6500 con reflectancia (1/log R) y un
rango de longitud de onda de 400-2,498 nm.Se tuvo en
cuenta el mismo orden de escaneo desde el paddy hasta
harina de arroz.

Andlisis Espectral

En la seleccidondel estado del arroz indicado para
desarrollo de la calibracion, se realizé analisis espectral
utilizando herramientas estadisticas como: analisis de
componentes principales ACP y la distancia de Maha-
lanobis (12).También, se realizo regresiones multiples,
y finalmente,se discrimino por tendencias teniendo en
cuenta el comportamiento delos espectros con respec-
toa la clasificacion por categoria de amilosa.

Calibracion

Seempleo el softwareWinisi paraestablecer los ajus-
tes decalibracion:limpieza de ruidos, segmentacion de
espectro por longitudes de onda,aplicacion de la se-
gunda derivada utilizada en granos enteros (13), gap,
smooth, logaritmos y regresion. Se hizo una matriz de
resultados con los datos obtenidos teniendo en cuenta
las diferentes variables mencionadas, de esta forma se
proyecto el mejor coeficiente de determinacion R2 , el
error estandar de calibracion SEC y el error estandar
de validacion cruzada SECV. Lo anterior se realiz6 uti-
lizando la herramienta Monitor Result del programa-
Winisi que trae consigo el NIRS. Por otro lados se
calcul6 la desviacion residual predictiva RPD > 3.0,
considerando que para este rango se puedepredecir
datos y categorizar por alto, intermedio y bajo la ami-
losa (6).

Validacion

Validacion Interna

Se tomaron232 muestrasconocidas entre alta, inter-
media y baja, estas muestras fueron también utilizadas
en la calibracion. Se calculdé R2, SEP y Slope utilizando
Monitor Result.

Validacion Externa

En la validacion externa se empled 47 muestras des-
conocidas por la calibracion, se calculdo R2 y SEPcon
el Monitor Result, y se hizo un ANOVA para determi-
nar si se presentan diferencias significativas entre los
valores de referencia y los predichos por la nueva cali-
bracion. Se halld el porcentaje de aciertos; donde acier-

tos=% aciertos/total. Lo anterior,dadoque los fitome-
joradores de arroz;buscan categorizar los materiales
entre alto, intermedio y bajo en amilosa, y seleccionar-
los entre los descartables y los promisorios, sin impor-
tar la exactitud del valor.

Tiempo y Costos

Se realiz6 célculos y tablas comparativas que per-
mitieron estimar el tiempo y costo de la nueva calibra-
cion con respecto a la ecuacion en harina de arroz.

RESULTADOS

Analisis Espectral

Se encontraron APC mayores a 10,aceptables para
realizar calibraciones en arroz paddy y arroz integral
(13). Para el coeficiente de determinacion el mas re-
presentativo fue el R2 dela regresion multiple de arroz
integral (R2=0.47), se midio la distancia de Mahalano-
bis al centro poblacional (12) para lo cual se observaron
60 materiales atipicos en arroz paddy y 45 muestras ati-
picas para arroz integral.

Calibracion

Dado los resultados del coeficiente de regresion fue
considerado poco factible obtener una calibracién con
arroz paddy, por lo anterior, se considero realizar solo
unacalibracion empleando arroz integral. Las muestras
atipicas identificadas por el célculo de la distancia de
Mahalanobisfueron eliminadas, considerando que los
espectros restantes traen informacion limpia y repre-
sentativa. En el Cuadro 1, se presenta las combinacio-
nes mas distintivasen las variables de calibracion con
la que se obtuvo 2inte.eqa;empleando 435 datos, con
una matematica de 2,1,1,2 y una segmentacion de lon-
gitud de onda de 11000-2492,2, un suavizado con la
opcion SNV and Detrend y un modelo de regresion de
minimos cuadrados parciales MPLS. Los resultados es-
tadisticos obtenidos fueronSEC 0,33 SECV 1,20 R2
0,99 y RPD 3,06.

Validacion Interna

Se encontr6 un R2 = 0,83 (Figura 1) y SEP 1,23 y
Slope 0.4, indicando una alta significancia en la pre-
diccion de datos.

Validacion Externa

La validacion interna fue mejor que la validacion
externa ya que en esta se obtuvo R2=0,68 (Figura 2)
y SEP= 1,4. Los datos del ANOVA con un 0 0,05
(Tabla 1) no presento diferencias significativas con
un p=0,34; lo que indica, que entre los datos obteni-
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CUADRO 1. Combinaciones de calibracion mas representativas por sus variables estadisticas.

3egmen§a016n Derivada Gap Smoothe 1 Smoothe2 RSQ SEC SECV 1-VR Sd RPD

e Longitud

1150-2492.2 2 1 2 2 0984 0460 1.372 0.861 3.654 2.66

1150-24922 2 1 1 2 0989 0329 1.325 0.870 3.676 2.77

1150-24922 2 1 1 5 0.957 0.773 1.491 0.837 3.700 2.48

1100-2492.2 2 1 2 2 0982 0493 1.364 0.862 3.648 2.67

1100-2492.2 2 1 1 2 0.992 0327 1.214 0.891 3.707 3.05

1100-2100,2 2 1 1 2 0972 0.671 1.362 0.864 3.705 2.72

1100-2498,2 2 1 1 2 0992 0334 1.208 0.892 3.700 3.06

1100-2498.2 2 1 1 1 0979 0.534 1.263 0.882 3.681 2.91

Sd: desviacion estandar

Calibracion en arroz integral para Evaluacion 2inte.eqa-Validacion Externa
de Contenido de amilosa Evaluacion Contenido de Amilosa
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FIGURA 1. Correlacion de la validacion interna.

TABLA 1. ANOVA entre datos de referencia y datos predichos.

Origen SC GL PC F P Fecritico
Entre grupos 9147216 1 9147216 0,8 0,3 39
Dentro de grupos 941939836 92 10238476

Total 951087052 93

TABLA 2. Relacion tiempo y costo por muestra
Costo total en dolar por Tiempo Total

Informacion General

muestra (minutos)
Muestras en harina US $0.86 5,00
Muestras en integral US §0.62 3,50

TABLA 3. Tiempo y costo requerido para evaluar amilosa /afio
Tiempo

# materiales Generacion mes/afio Costos (Ddlar)
Harina de Arroz 5000 F7y Viveros 2,6 US $4,195.35
Arroz Integral 15000 F3-F6 5,46 US $9,176.90
Sumatoria total 20000 ... 8,0 US $13,372.31

dos por la calibracion con harina de arroz y los datos predichos por cali-
bracion con arroz integral se presentan similitud.

Con los 47 materiales se hizo una comparacion entre el valor de refe-
rencia y los valores arrojados con la nueva calibracion, y se estimoel por-
centaje de aciertos, considerando en esta comparacion los aciertos por

Figura 2. Correlacion validacion externa.

rangos de amilosa: alto (28-33
%), intermedio (23-27.9 %) y
bajo (< 22.9%). Para este ensayo
se obtuvo el 83% de aciertos, lo
que define que para 20000 mues-
tras aflo se obtendrian 17021
aciertos.

Relacion tiempo y costo

En la Tabla 2 se observa que
utilizar muestras en arroz integral
reduce el costo en US $23dolares.

En los programas de mejora-
miento del FLAR y el CIAT se
analiza el contenido de amilosa
desde generaciones tempranas F3
hasta generaciones avanzadas F6,
de acuerdo a los resultados mos-
trados en la Tabla 2, y al 83% de
aciertos obtenidos, se realizd un
calculo de costo y tiempo eva-
luando el contenido de amilosa en
generaciones tempranas emple-
ando la calibracion de arroz inte-
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gral, y las generaciones avanzadas empleando la cali-
bracion en harian de arroz que es mas robusta y precisa,
lo anterior, como una estrategia de mejoramiento y se-
leccion de material promisorio manteniendo el criterio
en lo posible de optimizacion del proceso.

En la Tabla 3, se observa el tiempo y costo de eva-
luacién del contenido de amilosa en el afio, evaluan-
doen generaciones tempranas, 15000 muestras
aproximadamente con la calibracion 2inte.eqa y 5000
muestras de lineas avanzadas empleando la calibracion
de harina de arroz.

DISCUSION

De acuerdo a los resultados, se considero realizar la
calibracion con arroz integral, donde se encontrd un
buen ajuste en las respuestas de los datos, con un mi-
nimo de 23 componentes principales (>10 ACP) y adi-
cionalmente se tuvo en cuenta el criterio de la distancia
de Mahalanobis al centro poblacional (12) para lo cual
se observaron 45 muestras atipicas las cuales fueron
eliminadas, considerando que los espectros restantes
traen informacion limpia y representativa. También se
determin¢ el coeficiente de determinacion dela regre-
sion multiple de R2=0.47 valorado comopoco repre-
sentativo, pero siendo mas alto al compararlo con el R2
obtenido para arroz paddy R2=0.10.Se probaron 32
combinaciones matematicas de las cuales se encontra-
ron 11 combinaciones con R2>0,90. Sin embargo, al
realizar el analisis de desviacion residual predictiva
(RPD) se observaron solo tres combinaciones con va-
lores cercanos a 3,0 (cuadro 1). Es de considerar que a
mayor RPD mejor precision, y que valores cercanos a
3,0 permiten establecer valores de referencias y permite
categorizar por rango las muestras evaluadas (6).Con
respecto al andlisis de aciertos y a la prediccion de los
datos se puede considerar que es posible utilizar el mo-
delo matematico encontrado con arroz integral
2inte.eqa para evaluar 15000 lineas de arroz en el afio
desde F3 hasta F6, con el 83 % de aciertos, conside-
rando que es un porcentaje representativo para la se-
leccion temprana de poblaciones segregantes (9 y 10),
las 5000 muestras evaluadasen generaciones avanzadas
en el ano requieren mas detalle y precision, para lo cual
se pueden evaluar con la ecuacion matematica hecha
para harina de arroz, la cual tiene un R2 0.78 de vali-
dacion externa. Simplificando el proceso de prepara-
cion de la muestras en la evaluacion de amilosa en

generaciones tempranasse puede optimizar el proceso
en menor tiempo y costo, lo que significa reduccion en
48 dias laborales y US $3,500 ddlares menos que al
analizar el 100% de las muestras con harina de arroz,
generando un valor agregado a los fitomejoradores del
FLAR y el CIAT.

CONCLUSIONES

En los programas de mejoramiento de arroz es po-
sible utilizar calibraciones en NIRS que permitan la
prediccion de datos en generaciones tempranas de
acuerdo a los valores estadisticos en arroz integral, per-
mitiendo contribuir de forma no destructiva, rapida y
rentable en el desarrollo del cultivo de arroz para la ca-
lidad del grano.

AGRADECIMIENTOS

Ing. Andres Zuluaga Suarez, por la contribucion du-
rante su practica profesional. A la Dra.Miryam Cristina
Duque y Juan Cuasquer por la contribucion y aportes
en estadistica. Al FLAR y al CIAT por el apoyo para
el desarrollo de los trabajos en el Laboratorio de Cali-
dad de Arroz.

REFERENCIAS

1. GRIiSP (Global Rice Science Partnership). Rice Alma-
nac, 4th edition, losBafios, Philippines: International
Rice Research Institute; 2013.

2. Kusano M, Fukushima A, Fujita NO, Kobayashi M,
Oitomen F, Ebana K, et al. Deciphering Starch Quality
of Rice Kernels Using Metabolite Profiling and Pedi-
gree Network Analysis. Mol. Plant. 2012; 5(2): 442 —
451.

3. Juliano, BO. Nutritive Value of Rice and Rice Diets.
En: Philippine Rice Research Institute, editor. Rice
Chemistry and Quality. 1 ed. Manila Philippine. Phi-
lippine Rice Research Institute; 2007. p 131-178.

4. Gaviria, L.J. Elaboracion Culinaria y Organoléptica del
Arroz Pulido Elaborado. En: Molineria de Arroz Tomo
II. 1ed. Bogota DC.: Ediagro. LTDA. 2007, p 259-
308.

5. American Association of Cereal Chemists AACC. Ap-
proved Methods. 11th. ed. Determination of the pasting
properties of rice with the Rapid ViscoAnalyser. Me-
thod 61-02.01. Saint Paul, MN, USA; 2000.

6. Natsuga y Kawamura. (2006). Visible and Near-Infra-
red Reflectance Spectroscopy for Determining Physi-



10.

EVALUACION DEL CONTENIDO DE AMILOSA EN ARROZ MEDIANTE ESPECTROSCOPIA 61

cochemical Properties of Rice.2006 American Society
of Agricultural and Biological Engineers ISSN
0001-2351 1069. Vol. 49(4): 1069-1076.

Shenk, J.S.; Workman, J. and Westerhaus, M. Appli-
cations of NIRS. Agriculture products. In Handbook of
NIRS.2% Editions.Burns.Pp 419-474.

Bao, J. y Corke; H. Prediction of rice starch quality pa-
rameters by Near-Infrared Reflectance spectroscopy. J
Food Sci. 2001; 66(7): 936-9309.

Bao, J. y Liang, YS. Determination of thermal and re-
trogradation properties of rice starch using near-infra-
red spectroscopy. JCereal Sci. 2007; 46(1): 75-81.
Wu, J.G. y Shi, C.H. Prediction of grain weight, brown
rice weight and amylose content in single rice grains
using near-infrared reflectance spectroscopy. Field
Crops Res. 2004; 87(1): 13-21.

I1.

12.

13.

Wu JG, Shi CH. Calibration model optimization for
rice cooking characteristics by near infrared reflectance
spectroscopy (NIRS) Food Chem. 2007; 103 (3): 1054-
1061.(11).

Cheewapramong, P. Use of Near-Infrared Spectroscopy
for Qualitative and Quantitative Analyses of Grains and
Cereal. Products. [Internet].University of Nebraska
Lincoln: Food science Technology Department; De-
cember 2007. [citado 11 de mayo 2016]. Disponi-
bleen:http://digitalcommons.unl.edu/foodscidiss/2/
Osborne, BG; Fearn, T; Hindle, PT. Practical NIR
spectroscopy with applications in food and beverage
analysis. Vol 1. 2nd ed. Addison-Wesley Longman &

Recibido:
Aceptado:

17-05-2016
18-11-2016



