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ARTICULO TECNICO

Diana Rocio Vasquez' y
Olga Lucia Mayorga’

ABSTRACT

Title: Using Near Infrared Reflectance
Spectroscopy (NIRS) for exact and fast
tryptophane determination in native
Colombian corns

A calibration equation was developed in
this study by Near Infrared Reflectance
Spectroscopy (NIRS) to predict amino acid
tryptophan content in Colombian maize.
HPLC and UV detection was used at 280 nm
for direct quantification of tryptophan con-
centration in maize grain. Sixty Colombian
maize accessions were scanned by NIRS.
Forty spectra were used for calibration and
twenty for validation. A prediction equa-
tion was produced having 0.001 standard
calibration error (SCE) and 0.979 coefficient
of correlation (RSQ). Tryptophan concentra-

Uso de la Espectroscopia de Reflectancia en el
Infrarrojo Cercano (nirs) para la cuantificacion
rapida y precisa de triptéfano en maices
colombianos

RESUMEN

En este estudio se desarroll6 una ecuacién de calibraciéon mediante Espectroscopia
de Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (Near Infrared Reflectance Spectroscopy, NIRS)
para predecir el contenido del aminoacido triptéfano en maices colombianos. El
método de cuantificacién directa de la concentracién de triptéfano en el grano de
maiz fue por HPLC y la deteccién UV a 280 nm. Se escanearon 60 matrices de maiz
colombiano mediante NIRS, de las cuales 40 espectros se destinaron para calibracién
y 20 para validacién, generandose una ecuacion de prediccion con un Error Estandar
de Calibracion (SEC) de 0,001 y un Coeficiente de Correlacion (RSQ) de 0,979. Los
datos de concentracion de triptéfano en las matrices de maiz obtenidos por el méto-
do directo (HPLC) usados para la calibracion se encontraron en el rango de 0,033 a
0,083% y las muestras de validacién en el rango de 0,044 a 0,062%. E1 RSQ_, (fraccién
de la varianza explicada de muestras independientes de validacion o coeficiente de
correlacion al r cuadrado) obtenido, fue bajo debido a la poca variabilidad de las
muestras y al nimero de muestras. Sin embargo, de acuerdo con la prueba del Ji-
cuadrado, los valores de prediccién por NIRS se ajustaron a los valores obtenidos por
HPLC con un nivel de confianza del 95%.

tion data from the maize accessions obtained
by the direct method (HPLC) used for the
calibration set ranged from 0.033% to 0.083%
and 0.044% to 0.062% in the validation sam-
ples. The RSQ _, (fraction of explained va-
riance for independent validation samples or
square of correlation coefficient r) obtained
was low, due to the limited variability and
number of samples. However, according to
the Ji-square test, NIRS prediction values
were adjusted to the values obtained by
HPLC with 95% confidence level.

Key words: aminoacid, tryptophan,
Colombian maize, Near Infrared Reflectance
Spectroscopy (NIRS), calibration equation,
NIRS validation.
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INTRODUCCION

LA TECNICA DE ESPECTROSCOPiA de
reflectancia en el infrarrojo cercano
(NIR) es usada en la actualidad como
analisis de rutina para evaluar la cali-
dad de algunas semillas (Delwiche et
al., 1995, 1996; Shu et al., 1999 a,b). La
principal ventaja de la técnica NIRS es
su bajo costo por muestra, ya que no
requiere reactivos quimicos ni material
de vidrio. Asi mismo, es una técnica no
destructiva lo que la hace ideal para tra-
bajar en muestras que se deben conser-
var y contribuye a la conservacion del
medio ambiente al no producir residuos
contaminantes. Ademas, permite la esti-
macion simultanea de varios analisis en
una sola medida, con alta repetibilidad,
reproducibilidad y velocidad de res-
puesta; asi, NIRS garantiza la agilidad
en la toma de decisiones. Es capaz de
producir informacién analitica sobre los
constituyentes de declaraciéon obligato-
ria (ej: humedad, proteina, grasa, etc.) y
no obligatoria, pero de interés nutricio-
nal (ej: factores antinutritivos, aminoa-
cidos, valor energético, etc.) (Garrido et
al., 1996). Algunos investigadores logra-
ron estimar por NIRS los aminoacidos
esenciales tales como lisina, treonina y

metionina en alimentos (Van Kempen y
Bodin, 1998). A su vez, Wu et al. (2002)
realizaron un perfil de aminoacidos en
una matriz de arroz logrando la calibra-
cién de 17 aminoacidos sin incluir trip-
téfano. Fontaine et al. (2002) obtuvieron
ecuaciones de prediccién de metionina,
cisteina, metionina + cisteina, lisina,
treonina, triptéfano, arginina, isoleuci-
na, leucina y valina en cereales como el
trigo, la cebada, el maiz, el triticale, el
salvado de trigo, el arroz y el sorgo.

A nivel nacional, dentro del Plan de
Innovacién y Desarrollo Tecnolégico del
Cultivo de Maiz que desarrolla Corpror-
ca, se inici6 un proyecto tendiente a
mejorar la calidad del maiz colombiano
para usos industriales y alimenticios; se
busca aumentar los niveles de aminoaci-
dos esenciales, tipos de almidon y calidad
de aceite. Para esto se requiere el desa-
rrollo de técnicas confiables y eficientes
en laboratorio y campo, para diferenciar
entre plantas que tienen o no la caracte-
ristica genotipica de interés. Las ventajas
de la técnica de NIRS hacen a esta técnica
ideal para el proceso de mejoramiento
y seleccion de materiales agricolas y de
produccién pecuaria. En consecuencia,
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el objetivo de este trabajo fue estudiar el
potencial del NIRS para estimar el conte-
nido de triptéfano en muestras de maices
colombianos provenientes del Banco de
Germoplasma del United States National
Plant Germoplasm System y desarrollar
una ecuacion de prediccion para NIRS
usando los concentraciones de triptéfano
encontradas mediante HPLC y deteccién
UV a 280 nm, lo cual permitira identificar
en forma rapida y precisa los genotipos
de maiz de alta calidad de acuerdo al con-
tenido de triptéfano, a fin de desarrollar
procesos de mejoramiento en parentales
y en lineas segregantes de maiz.

Materiales y métodos

Origen de las muestras. Se usaron gra-
nos de sesenta accesiones de germo-
plasma de Maiz Colombiano que se
encuentran formando parte del United
States National Plant Germoplasm Sys-
tem en el NCRPIS (North Central Regio-
nal Plant Introduction Station), Iowa
State University, Ames, USDA, ARS. La
muestra evaluada representa cerca del
3,0 % de todos las razas contenidas en
el Sistema Nacional de Bancos de Ger-
moplasma de Corroica -C.I. Tibaitata- y
forman parte de la coleccién colombiana
de maiz con 2.200 accesiones. Cada acce-
sion posee identificacion alfanumérica
compuesta por una sigla de tres letras y
un numero de tres cifras; las letras iden-
tifican el origen geografico y el nimero
es un consecutivo.

Tratamiento de la muestra. Las muestras
de maiz fueron procesadas en un molino
marca Thomson® usando malla #40 y
continuando con el proceso de desen-
grase (Metodologia AOAC 920.39, 1995)
mediante el equipo Goldfish®.

Hidrdlisis alcalina. El contenido de
triptéfano en las accesiones de maiz se
determind mediante la metodologia de
la AACC 07-25 (1984). A 0,04 g de mues-
tra se le adicion6 1 ml de NaOH 4,2 Ny
20 pl de n-octanol colocando inmediata-
mente en un bafio de hielo, eliminando
el oxigeno mediante bomba de vacio
y reemplazandolo por nitrégeno (este
ciclo se corrid tres veces durante 3 min)
para dejarlo en atmdsfera de nitrégeno.
El tubo fue tapado herméticamente y
colocado en estufa a 105 °C por 24 horas.
Se adicionaron 400 pl de buffer de citra-
to de sodio pH 4.25, 0,5 N y 350 ul de
HCI concentrado; la mezcla resultante se
agitd y se enfrié a temperatura ambien-
te. Despuésm, el pH de la muestra fue
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llevado a valores entre 4 y 5 con HCl 6N
6 NaOH 2N. Posteriormente, se trans-
firi6 el hidrolizado a un balén aforado
de 5 ml completando su volumen con
buffer citrato pH 4.25, 0,5 N. La muestra
fue entonces filtrada a través de papel
Whatman No. 1 y centrifugada a 14.000
rpm por 10 min, tomando una alicuota
que fue filtrada nuevamente a través de
membranas de 0,45 pm, quedando asi
lista para la determinaciéon por HPLC.

Determinacion del contenido de triptéfa-
no por HPLC. El analisis cromatografico
fue realizado en un cromatdgrafo Shima-
dzu LC-6A®, equipado con horno para
columna Shimadzu CTO-6A®, Sistema
controlador Shimadzu SCL-6B®, Bomba
Shimadzu LC-6A®, autoinyector Shima-
dzu SIL-6B® y detector Shimadzu SPD-6
AV UV-Vis®. La columna usada fue una
RP-18 ref. Shim Pack CLC ODS 0,15 m x
6 mm; el sistema de elucion fue isocrati-
co con fase mévil Metanol : Acetato de
sodio 8,5 mM, pH 4 (5:95) y deteccién
UV a 280 nm. A 0,5 ml/min y temperatu-
ra de 45°C. El tiempo de corrida fue 42
min con un tiempo de retencion de 36,16
min. El volumen de inyecciéon fue de 50
pl de muestra.

Lectura por NIRS. Se usé un instru-
mento Foss NIRSystems Modelo 6500®,
con un moédulo transportador y detector
de reflectancia. El procesamiento de los
espectros y la calibraciéon se realizaron
mediante el software WinISI II® v 1.02 a.

Las accesiones de maiz que fueron
analizadas por el método directo de
HPLC se escanearon por NIRS en el
rango visible 400 — 1.098 nm y en el
infrarrojo cercano 1.100 — 2.498 nm cada
2 nm, utilizando una microcubeta de 1,5
g (Ref. TKIH-0348) y un portacubeta
circular (Ref. TKIH-0317). Cada muestra
fue escaneada 16 veces, obteniéndose un
valor de reflectancia de cada longitud de
onda expresada como log (1 / R) usando
una ceramica interna como referencia
(Fontaine et al., 2001).

Ecuacion de prediccion por NIRS. Se
cre6 un archivo de calibracion *.CAL
para las cuarenta muestras selecciona-
das al azar para calibraciéon, donde se
ingresaron los valores del contenido de
triptéfano cuantificados por el método
HPLC. Los espectros fueron tratados
matematicamente mediante la correc-
cion por los procedimientos de disper-
sion SNV (variacion estandar normal) y
detrend a fin de reducir los efectos del

tamafio de particula y del empaque-
tamiento de la muestra. Se trabajé con
primera, segunda y tercera derivada,
de los espectros de calibracién con un
gap o brecha de dos, cuatro, seis y ocho
nm y suavizado o Smooth de uno hasta
ocho nm (Fontaine, et al., 2002, 2004).
La técnica de regresion usada fue una
modificaciéon de la Regresion Parcial de
Minimos Cuadrados (MPLS) mediante
una validacién cruzada en donde se
eliminaron muestras con valores de H
(espectros fuera del rango) mayores de
4 y valores de T mayores a 2,5 (muestras
que no se encuentran dentro del modelo
de calibracion) (Wu, J. et al., 2002).

Validacion por NIRS. La validacion fue
realizada mediante la utilizacién de una
de las herramientas del software WinISI®,
Monitor Results en donde se compararon
los valores predichos por la ecuacion de
calibracién y los valores obtenidos de la
cuantificaciéon por HPLC de las muestras
utilizadas para validacion. Finalmente se
utilizé la prueba de hipétesis del Ji-Cua-
drado para confirmar si los valores obser-
vados experimentalmente (O) estaran de
acuerdo con los valores esperados (E) y
asi aceptar o rechazar la ecuacion hallada.
La férmula general para X2 es:

2 (O-E)/E
E; hay concordacia

XZ
H; O
H,:O # E;nohay concordancia

Se rechaza Ho si: X2 > X2 a (GL);
Se acepta Hosi: X2 < X2 a (GL);
En donde,

Grados de libertad (GL)=n-1
X2 = Ji-calculado

X2 a (GL) = Ji-tabulado

Resultados y discusion

Andlisis de triptdéfano por HPLC. La
determinacién del contenido de trip-
téfano por el método de HPLC pre-
viamente validado para este estudio
(Mayorga y Vasquez, 2004) mediante el
método de cuantificacion de estandar
externo, presenté una linealidad del
99% y una recuperacion del 90,8%, por
lo cual los datos de HPLC fueron corre-
gidos por este factor de recuperacion.
Las muestras utilizadas para calibra-
cién y validacion del método de NIRS
incluyen muestras con niveles bajos,
medios y altos en contenido de tripto-
fano, medidas por HPLC; estos datos se
encuentran referenciados en la Tabla 1y
corresponden al contenido promedio de
cuatro réplicas de cada muestra.
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Tabla 1. Contenido de triptéfano por HPLC en muestras de maiz colombiano provenientes del NCRPIS*.

MUESTRAS PARA CALIBRACION

MUESTRAS PARA VALIDACION

D Tip ()™ D Trip (%) ID Trip (%)  ID  Trip (%)™ | ID  Trip%)**  ID  Trip (%)**
NAR 540 8831702 VAL 395 gggggiz SAS 340 830555 BOY 451 883392 VAL 341 883862 CAU 330 8338’5%
COR. gz MU e CNSIO g U7 gme | s oo O goooms
I e e ooy M g MU g [OWIE gopn O3S g
BOY 466 ggggﬁj BOY 489 8838; ANT 497 888’582 ANT 493 883572 CAL 372 88336; ANT 539 8853;5

* Muestras provenientes del United States National Plant Germoplasm System en el NCRPIS (North Central Regional Plant Introduction Station).

** Promedio de 4 réplicas, + desviacion estdndar.
IDEN  Muestras que fueron eliminadas por Hy/o T.

Como se muestra en la Tabla 1, las
muestras de calibracién presentaron un
rango en el contenido de triptéfano de
0,033 % a 0,083 %, un valor medio de
0,051 % y una desviacion estandar de
0,0095. Las muestras de validaciéon pre-
sentaron valores entre 0,044% y 0,062%
con un valor medio de 0,053 % y una
desviacion estandar de 0,0048.

Estadistica de la calibracion NIRS. En el
proceso de validacion cruzada tomando
como criterio los valores de H y T, se
eliminaron siete muestras quedando un
total de 33 muestras de calibraciéon. Los
parametros obtenidos de la ecuacion de
calibracion se muestran en la Tabla 2.

En la Tabla 2 se observa que el error
estandar de calibracién y el error de vali-
dacién cruzada es muy bajo no mayor
a 0,005. El aminoacido triptéfano puede
ser estimado con una precision del 97,8%
con una desviacién estandar de 0,007% y
coeficiente de variacién de 0,13%. Repor-
tes anteriores (Fontaine et al., 2001, 2002),
muestran un nivel de precision del 96%
con un grupo de 160 de muestras de harina
de soya y 115 de harina de pescado. A su
vez, para 270 muestras de harina de carne
la precisién fue del 98%, 115 muestras de
trigo del 84%, 109 muestras de cebada del
92%, 156 muestras de maiz del 82%, 104

muestras de triticale del 91%, 52 muestras
de salvado de arroz del 95%, 110 muestras
de sorgo del 98%. Ello que indica que
el nivel de precision de la calibracion es
dependiente, tanto del niimero de mues-
tras, como de la matriz que se analice.

Validacion de NIRS en matrices de maiz.
Con las veinte muestras seleccionadas
para confirmar la ecuacién de calibracién,
referenciadas asi mismo en la Tabla 1, se
realizé el proceso de validacion del méto-
do de NIRS que se resume en la Tabla 3.

Los valores de las medias, minimos
y maximos de los métodos de HPLC y
NIRS son similares como se observa en
la Tabla 3, presentando un coeficiente de
correlacion y una pendiente entre 0,15 y
0,25 respectivamente, pero con un error
de prediccion bajo de 0,008, lo que indica
una exactitud alta del método de NIRS.

EnlaFigura 1, se muestran los resultados
de las matrices de maiz usadas para valida-
cién, tanto por HPLC como NIRS. Estos
resultados fueron sometidos a la Prueba de
Hipdtesis con Ji Cuadrado (X°), para acep-
tar o rechazar la ecuacion hallada.

El valor de Ji-cuadrado para maiz fue
0,023, procesado con 19 grados libertad
(n-1 muestras), con un nivel de confian-
za del 95%. De acuerdo a estos resulta-
dos, los valores observados experimen-
talmente se ajustan a los tedricos espera-
dos; por lo tanto, hay concordancia en el
contenido de triptéfano en matrices de
maiz con un nivel de significancia de 5%
(Steel y Torrie, 1985).

Sin embargo, es importante anotar que
para todos los analisis realizados por
NIRS, la exactitud de estas predicciones
dependera totalmente de la precisién
del método directo que se use; por ello,

Tabla 2. Estadistica de la calibracién NIRS de maiz2.

Contenido (%) de la variable en la

Ejecucion de los datos NIRS

: oblacion de muestras i Validacion
Variable p Calibracion cruzada
media  CV. min. mAx. SEC’ RSQ  SECV™ 1-VR”
Triptéfano 0,052 0,135 0,04 0,06 0,001 0,9789 0,005 0,446

4 Niimero de muestras, n = 33 muestras.

* SEC: Error Estdndar de Calibracion.

** SECV: Error estandar de Validacion Cruzada.

***1-\R: Coeficiente de determinacion en la validacién cruzada.
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Tabla 3. Estadistica de la validacion NIRS de maiz2.

Triptéfano (%) HPLC

Triptéfano (%) NIRS

Datos de validacion NIRS

Variable - - .
media  min. max.

media

min.  max. SEP*  RSQ,, SLOPE**

Triptéfano 0,053 0,044 0,062 0,049

0,035 0,066 0,008 0,152 0,251

2N(imero de muestras, n = 20 muestras.
* SEP: Error Estandar de Prediccién.

RSQ., : Coeficiente de correlacion de muestras independientes de validacion. ** SLOPE: Pendiente.
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Figura 1. Comparacion del contenido de triptéfano en maices colombianos por HPLC y NIRS.

los andlisis no deberan tener mas de 5%
de coeficiente de variacion. Ademas, una
buena calibracién y validacién depen-
deran de la composicién, naturaleza de
las muestras seleccionadas y del niimero
de muestras usadas para el proceso; en
este caso el numero de muestras fue
limitante lo que implicé una correlacién
baja (0,152) para el método de NIRS; esta
correlacion se mejoraria incluyendo mas
muestras en el proceso de calibracion.

Conclusiones

El modelo de calibraciéon por NIRS
fue exitosamente desarrollado para el
aminoacido triptéfano con una precision
del 98%. Sin embargo el R* obtenido de
la validacién de la ecuacién de triptéfano
por el software WINISI es bajo, debido a
la poca variabilidad natural del material
experimental y el limitante del niimero
de muestras. Por ello se aplicé la prueba
del Ji Cuadrado comparando los valores
observados (NIRS) con los valores teo-
ricos esperados (por HPLC), los cuales
no presentaron diferencia significativa
entre ellos, aceptando dicha ecuacién
de calibracién a un nivel confianza del
95%. Sin embargo, es necesario agregar
nuevas muestras de Maiz con otros con-
tenidos de este aminoacido para mejorar
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la calibracién y validacion del método en
un futuro cercano.
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