Articulo Cientifico

—=a» @ Rev. Fitotec. Mex. Vol. 40 (2): 219 - 225, 2017

CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO
CERCANO Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA EN MAICES PIGMENTADOS

QUANTIFICATION OF ANTHOCYANINS THROUGH NEAR INFRARED SPECTROSCOPY
AND LIQUID CHROMATOGRAPHY IN PIGMENTED MAIZE

Juan de Dios Hernandez-Quintero’?, Aldo Rosales-Nolasco?, Aidé Molina-Macedo?,
Alejandra Miranda-Piliado?, Martha Willcox?, Juan M. Hernandez-Casillas® y Natalia Palacios-Rojas?*

'Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad - Genética, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. km 36.5 Carr. México-Texcoco.
56230, Montecillo, Texcoco, Estado de México. ?Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo. km 45 Carr. México-Veracruz. El Batan. 56130,
Texcoco, Edo. de México. *Programa de Recursos Genéticos, Campo Experimental Valle de México, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias. km 13.5 Carr. Los Reyes-Texcoco. 56250, Coatlinchan, Texcoco, Estado de México, México.

*Autor para correspondencia: n.palacios@cgiar.org

RESUMEN

El método de espectroscopia de infrarrojo cercano se utiliza ampliamente
para la determinacion de ciertos compuestos quimicos. Actualmente es una
herramienta de soporte para los programas de mejoramiento, que permite la
determinacion de compuestos como proteina, almiddn, aceite, humedad y
cenizas, entre otros. Un total de 554 muestras pertenecientes a 24 razas de
maiz (Zea mays L.) pigmentado fueron utilizadas en el desarrollo y validacion
de modelos matematicos para la estimacién del contenido de antocianinas
por espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), a través de la espectroscopia
de UV-Vis como método de referencia. Se determing el perfil de antocianinas
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Los mas altos
contenidos de antocianinas se encontraron en muestras de grano de maiz
C11-IXT de Tlaxcala, México, con hasta 1989.9 ug Pel g'' PS. Los mayores
porcentajes de cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-glucésido y peonidina
3-glucésido fueron 48.79 %, 39.84 % y 12.14 %, respectivamente. Muestras
de laaccesion BOZM342 destacaron por el contenido de cianidina 3-glucdsido,
que fue de 628.32 ug g PS. Se desarrollaron y analizaron 32 modelos de
calibracion de los cuales destacaron dos por cumplir los parametros para una
calibracion de NIR robusta, con altos coeficientes de determinacion para las
validaciones cruzadas (0.64 y 0.65). Los modelos de NIR presentados en este
trabajo se pueden utilizar para la determinacién de antocianinas totales y
apoyar a los programas de mejoramiento de maices azules.

Palabras clave: Zea mays, antocianinas, HPLC, maiz pigmentado,
NIR.

SUMMARY

Near infrared reflectance, NIR, is a method largely used for rapid and robust
determination of chemical compounds. It is currently used to support breeding
programs to analyze protein, oil, starch, moisture and ash content, among oth-
ers. Five hundred fifty four samples belonging to 24 races of pigmented maize
(Zea mays L.) were used in the development and validation of mathematical
models to estimate anthocyanin content by near-infrared spectroscopy (NIR),
using UV-Vis spectroscopy as a reference method. The anthocyanins profile
was determined through high performance liquid chromatography (HPLC).
The highest anthocyanin contents were found in C11-IXT maize grain samples
from Tlaxcala, México; containing up to 1989.97ug Pel g DW. The highest
percentages of cyanidin 3-glucoside, pelargonidin 3-glucoside and peonidin
3-glucoside were 48.79 %, 39.84 % and 12.14 %, respectively. Samples of the
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BOZM342 accession were outstanding for its cyanidin 3-glucoside content
of 628.32 pg Pel g' PS. Thirty two calibration models were developed and
analyzed, and two of them fulfilled the parameters for a robust NIR calibration,
with high coefficients of determination for cross validations (0.64 and 0.65).
The NIR models presented here can be used for determination of total antho-
cyanins and provide support for blue maize breeding programs.

Index words: Zea mays, anthocyanins, HPLC, pigmented maize, NIR.
INTRODUCCION

En México, centro de origen y diversidad del maiz (Zea
mays L.), existen 64 razas de maiz y 23 de ellas tienen
variantes de grano pigmentado (CONABIO, 2016). Dentro
de las variantes en el color de grano de los maices pig-
mentados se encuentran desde el negro, café, rojo hasta
rosa palido, y los maices rojos y azules son los mas co-
munes (Salinas et al., 2013). Los maices pigmentados son
apreciados por los consumidores debido al color, textura y
sabor que imparten al producto procesado, y por lo tanto
son utilizados en la preparacion de diversos platillos tipi-
cos como atoles, tortillas, pozole, totopos, etc. (Fernandez
et al., 2013). Estos maices son considerados especiales y,
aunque la produccion alcanzo solamente 12,916.1 t en el
afo 2015 (SIAP, 2017), constituyen una fuente de ingreso
importante para agricultores en ciertas regiones del pais
(Hellin et al., 2013). El color rosado, azul, morado y negro
de estos maices esta dado por la presencia de antocia-
ninas, las cuales se acumulan principalmente en el peri-
carpio y la capa de aleurona (Agama-Acevedo et al., 2011).
Las antocianinas del tipo cianidina y malvidina se encuen-
tran en maices azules, morados y negros, mientras que los
maices mas rosados contienen pelargonidina, cianidina y
malvidina (Salinas-Moreno et al., 2003).

Las antocianinas son compuestos sintetizados por las



CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS EN MAICES PIGMENTADOS

plantasy se clasifican como flavonoides, que se acumulan
en cualquier érgano vegetativo en respuesta a radiacion
ultravioleta. Su consumo en la dieta humana disminuye el
riesgo de padecer enfermedades cardiacas, diabetes, artri-
tis, cancer, y destaca su alto potencial antioxidante y anti-
inflamatorio (Hosoda et al., 2012; Zhang et al., 2005). Dada
su alta biodisponibilidad, las antocianinas tienen gran apli-
cacion en productos nutracéuticos y terapéuticos en la
industria alimenticia y farmacéutica (Ananga et al., 2013).

Existen diferentes métodos de determinacion de anto-
cianinas en matrices alimenticias. La espectroscopia de
UV-Vis es el método mas utilizado para cuantificar anto-
cianinas totales a una longitud de onda de 465 a 550 nm
(He y Giusti, 2010). La cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC, por sus siglas en inglés) también se utiliza
para la cuantificacion del perfil de antocianinas; sin em-
bargo, el tiempo de analisis y el costo es mayor compara-
do con la espectroscopia de UV-Vis. Un método alternativo
es la espectroscopia de infra-rojo cercano (NIR, por sus
siglas en inglés), el cual permite analizar un gran ndmero
de muestras en corto tiempo sin necesidad de hacer ex-
traccion previa de los compuestos. Mediante algoritmos
quimiométricos se realizan modelos de calibracién basa-
dos en los datos analiticos obtenidos por los métodos de
referencia (Rosales et al., 2011).

El NIR es un método simple, de bajo costo, que permite
obtener los resultados en tiempo real, y es de gran utilidad
en programas de mejoramiento donde se debe analizar
gran nimero de muestras en periodos de tiempo relativa-
mente cortos. En maiz, el NIR es utilizado para la deter-
minacion de proteina, almidon, aceite, humedad, cenizas
y determinacion de aminoacidos como lisina y triptéfano
(Rosales et al.,, 2011). Cavalcanti et al. (2013) desarrolla-
ron un modelo NIR para la determinacién de antociani-
nas en frutos intactos de acai (Euterpe oleracea Mart.) y
palmitero-jucara (Euterpe edulis Mart.). Para maiz no se
encontraron reportes. Por lo anterior, los objetivos de este
trabajo fueron: 1) desarrollar modelos de calibracion en el
NIR para antocianinas totales y 2) evaluar el perfil de anto-
cianinas en los maices analizados.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de maiz

Se utilizaron 254 accesiones de maiz pigmentado, per-
tenecientes a 24 razas de maiz (Cuadro 1), resguardadas
en los bancos de germoplasma del Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecua-
rias (INIFAP). Las accesiones fueron clasificadas en gru-
pos segun la altitud de su area de colecta. Los grupos se
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incrementaron por polinizacion controlada en ambientes
similares a su origen tropical, sub-tropical o valles altos.
Se utilizd un disefio sin réplicas de entrada con testigos
replicados y se sembraron en Santa Lucia, Edo. de México;
Almoloya, Edo. de México; Celaya, Guanajuato; Tarimba-
ro, Michoacan e Iguala, Guerrero en el ciclo verano-otofio
de 2013, segun su ambiente de origen. Adicionalmente, y
para la validacién del método, se utilizaron 26 muestras
de maices adquiridos de agricultores del estado de Tlax-
cala (producto de polinizacion libre 2014). Un total de 554
muestras fueron utilizadas para el desarrollo y validacion
de los métodos aqui presentados.

Preparacion de las muestras

Con el propdsito de desarrollar y validar los métodos
analiticos se utilizaron 20 granos al azar por muestra, que
fueron molidos en un molino de discos de la marca Perten
(Perten, Falling Number 3303, Huddinge, Sweden), con el
cual se obtuvieron particulas de aproximadamente 2 mm
de didmetro; posteriormente, se utilizé un molino cicléni-
co (Cyclotec™ 1093, FOSS Tecator, Hoganas, Sweden) con
una malla de acero inoxidable de 0.5 mm de diametro.

Determinacion de antocianinas totales

El método utilizado se basd en el protocolo descrito por
Galicia et al. (2012). Para la extraccion de antocianinas las
muestras previamente molidas se secaron a 65 °C por 16
h a fin de asegurar una humedad homogénea de las mis-
mas. De cada muestra de harina se pesaron 20 mg y se
colocaron en un tubo Eppendorf, al que se agregaron 1.5
mL de acido trifluoroacético (TFA) al T %. Los tubos se agi-
taron en el vortex (Scientific Industries, Genie-2, New York,
USA), luego fueron incubados horizontalmente sobre hielo
y en agitacion a 150 rpm por 90 min. Terminado el tiempo
de incubacion, las muestras se centrifugaron a 15,339 X g
durante 5 min. De éstas se transfirieron por duplicado 200
UL del sobrenadante de cada muestra a los pozos de una
microplaca y se leyd la absorbancia a 520 nm en un espec-
trofotdmetro de microplacas BioTek® (uQuant MQX200,
Winooski, Vermont, USA). Se elabord una curva patréon de
cloruro de pelargonidina de 0 a 15 pg mL™" (Sigma-Aldrich
Cat. P-1659-10MG CAS 134-04-3) para realizar la estima-
cion del contenido de antocianinas. Los resultados se ex-
presaron en yg de pelargonidina (Pel) por g de muestra en
peso seco (PS).

Cuantificacion de antocianinas glicosiladas

A partir de las 554 muestras previamente molidas se
hizo una seleccion de las 126 con mayor contenido de
antocianinas totales determinadas por espectroscopia
de UV-Vis para su analisis en HPLC. El analisis del perfil
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Cuadro 1. Razas asociadas a las 254 accesiones de maices pigmentados utilizadas en la cuantificacion.

Area de adaptacion Accesiones Raza
Valles altos 124 Azul, Cristalino Chihuahua, Elotes Occidentales, Vandefo, Elotes Conicos,
Bolita, Negro de Chimaltenango, Celaya, Cénico y Chalquefio.
Elotes Occidentales, Pepitilla, Bofo, Chococefo, Coscomatepec, Dzit-Bacal,
Tropical 44 Elotero de Sinaloa, Elotes Conicos, Nal-Tel, Negrito, Ratén, Tepecintle,
Tuxpefo y Vandeno.
Elotes Occidentales, Pepitilla, Bofo, Bolita, Chococefio, Cénico,
Subtropical 86 Coscomatepec, Dzit-Bacal, Elotero de Sinaloa, Elotes Cdnicos, Mushito, Nal-

Tel, Olotillo, Tepecintle, Tuxpefio y Vandefio.

de antocianinas y su cuantificacion mediante HPLC fueron
realizados en un cromatdgrafo de liquidos con detector de
arreglo de diodos de la marca Alliance Waters (Waters®
2696, Milford, Massachusetts, USA), a través del método
descrito por Salinas et al. (2012a) con ligeras modificacio-
nes. Las condiciones cromatograficas fueron: una fase
movil de agua con 0.09 % de TFA a un pH de 2.0, como sol-
vente A, y una mezcla de acetonitrilo-metanol (50:50) con
0.09 % de TFA, como solvente B. Se utilizé una columna
Zorbax SB Ag 3.5 um 4.6 x 150 mm (No. Parte: 863953-
914) y una pre-columna SecurityGuard™ cartridge kit Phe-
nomenex® (No. Parte: KJ0-4282). El tiempo de elucion fue
de 20 min a un flujo de 0.4 mL min' y la temperatura de la
columna fue de 35 °C.

El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Las antociani-
nas fueron detectadas a una longitud de onda de 520 nm.
Los estandares utilizados fueron cianidina 3-glucdsido
(Sigma-Aldrich, Cat. 52976 pureza = 95 %), pelargonidina
3-glucdsido (Sigma-Aldrich, Cat. 79576 pureza = 97 %) y
peonidina 3-glucdsido (Sigma-Aldrich, Cat. 40796 pureza
> 95 %), cada estandar fue reconstituido con 5 mL de me-
tanol con acido clorhidrico al 1 % para obtener una con-
centracion de 200 pg mL™"; posteriormente, se agregd a
cada uno 200 pL de metanol acidificado (pH 2). De cada
estandar se tomd 1 mL de la solucion de 200 ug mL™" y se
adicioné 1 mL de metanol acidificado para tener una solu-
cion stock de 100 ug mL"y se procedio a la realizacion de
la curva de calibracion, en un rango de concentraciones de
Ta100pugmL™.

Espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR).
Obtencion de espectros

La misma harina de las 554 muestras analizadas por
espectroscopia de UV-Vis fue utilizada para desarrollar
los modelos de calibracion de NIR. La humedad se ajusto
entre 10y 11 %, y se escanearon de 2 a 4 g por muestra
en un equipo NIRS™ 6500 (monocromador FOSS NIRSys-
tems, Inc., Silver Spring, Maryland, USA) el cual registra las
sefales de reflectancia difusa, mediante celdas circulares
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(didametro interno de 35 mm y profundidad de 8 mm). Los
espectros entre 400 y 2500 nm de longitud de onda fueron
capturados. Se registro el valor promedio de log (1/R) de
400 a 2500 nm a intervalos de 2 nm como un promedio
de 32 sub escaneos, donde R fue el valor de reflectan-
cia a cada longitud de onda. Para asegurar que tanto las
muestras de la calibracion como las de la validacion inde-
pendiente estuvieran dentro de los mismos intervalos del
contenido de antocianinas, las 554 muestras se ordenaron
ascendentemente de acuerdo con la concentracion de di-
chos pigmentos y se fueron seleccionando dos para los
modelos de calibracién y una para la validacion. Asi, 371
muestras se utilizaron para la realizacion de las calibra-
ciones y 183 muestras como grupo independiente para
validar los modelos.

Pre-tratamiento de los espectros y procedimientos
matematicos para las calibraciones y validacién

Las ecuaciones de calibracion fueron generadas me-
diante el software WinISI™ version 4.5.0.14017 de Infra-
soft International (FOSS NIRSystems, Inc., Silver Spring,
Maryland, USA), a través del modelo de regresion lineal de
minimos cuadrados parciales modificado (MPLS, por sus
siglas en inglés) y técnicas de validacion cruzada. Previo
a la regresion MPLS fueron aplicados tratamientos mate-
maticos y de derivacion, de los que se registraron los me-
jores resultados con las combinaciones 0,0, 1,1y 1, 4, 4,
1, donde, el primer numero corresponde al grado de deri-
vacion, el segundo numero es el espacio entre cada punto
de los datos, y el tercero y cuarto son los puntos utilizados
para el suavizado. Adicionalmente, un algoritmo de ajuste
Detrend fue aplicado, el cual consiste en restar la media o
la linea de mayor ajuste de los datos para reducir los efec-
tos de radiacion dispersa.

La desviacion estandar (SDc) y el error estandar de labo-
ratorio (SEL) de las muestras utilizadas para la calibracion
fueron calculados, y se reporté el porcentaje de muestras
anomalas que fueron omitidas para la realizacion de las
calibraciones (valores atipicos), ademas de los términos
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utilizados en los modelos con la regresion lineal de mini-
mos cuadrados parciales modificados. Los coeficientes
de determinacion de la calibracion (R%c) y de la validacion
independiente (R?vi) fueron calculados, ademés de la des-
viacion estandar del grupo de validacion independiente
(SDgvi) y de los valores obtenidos en la validacion para
cada modelo (SDvi).

Adicionalmente, el cociente de la desviacion de desem-
pefio (Radio Performance Deviation, RPD, por sus siglas en
inglés) fue determinado tras dividir SDvi entre el SEP (Error
Estandar de Prediccion), ya que la calidad y robustez de la
calibracion NIRS también puede ser evaluada con este pa-
rametro; un valor menor a 2 indicaria una calibracion poco
confiable (Chang et al., 2001).

Adicional a los andlisis estadisticos descritos anterior-
mente, para la elaboracion y validacion de los modelos
para el NIR, se utilizo el lenguaje y ambiente para computo
estadistico R (R Core Team, 2015) para determinar los co-
eficientes de correlacion r de Pearson de los métodos de
cuantificacion de antocianinas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Antocianinas totales
El contenido de antocianinas totales de las muestras
oscilé entre 2.52 y 1989.97 pg Pel g PS (Figura 1), con
un promedio de 281.01 pg Pel g PS. Lo anterior mues-
tra una alta variabilidad dentro de las muestras analizadas,

con contenidos superiores a los reportados previamente
en grano de maiz (Camelo-Méndez et al., 2016, Espinosa
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et al., 2009; Salinas-Moreno et al., 2012b; Urias-Lugo et al.,
2015; Zili¢ et al., 2012). Diez muestras superaron los 1000
hg Pel g' PS, en las que destacaron las accesiones de
Tlaxcala C11-IXT, CO8-IXT y C10-IXT, con concentraciones
de 1989.97, 1952.49 y 1741.89 pg Pel g' PS, respectiva-
mente. Salinas et al. (2012b) reportaron el contenido de
antocianinas en 18 muestras recolectadas en el Estado de
México, Ciudad de México y Oaxaca, con valores promedio
de 579.4 a 1046.1,997.8 a 1332.2 y 304.1 a 528.0 ug Pel
g' PS para las razas Chalquefio, Elotes Conicos y Bolita,
respectivamente. En el presente estudio se encontraron
contenidos mas bajos para las razas Chalqueno, Elotes
Conicos y Bolita, con 256.3, 336.4y 89.7 a 242.0 ug Pel g™
PS, respectivamente.

Perfil de antocianinas glicosiladas

Cianidina 3-glucosido, pelargonidina 3-glucésido y peo-
nidina 3-glucdsido fueron las tres antocianinas glicosila-
das observadas en el perfil de HPLC (Cuadro 2). Cianidina
3-glucosido fue la antocianina encontrada en mayor can-
tidad, con una media de 154.6 ug g' PS, lo que coincide
con reportes previos en granos de maiz purpura y magen-
ta (Salinas et al.,, 2013; Salinas-Moreno et al,, 2003). La
accesion de Tlaxcala C11-IXT presentd 1989.9 ug Pel g™
PS de antocianina total, con una distribucion de 28.1 % de
cianidina 3-glucésido, 1.0 % de pelargonidina 3-glucdsi-
doy 7.1 % de peonidina 3-glucdsido. La muestra perte-
neciente a la accesion BOZM342, color purpura muy in-
tenso, destaco en el contenido de cianidina 3-glucdsido,
con una concentracion de 628.3 ug g™' PS (Figura 2). Estos
resultados sugieren un potencial para estos maices como
fuentes de nutracéuticos. Se ha reportado, por ejemplo,

| |
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Antocianinas totales (ug Pel g Ps)

Figura 1. Distribucion del contenido de antocianinas totales por espectroscopia de UV-Vis en 554 muestras de maiz

pigmentado.
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que cianidina-3-glucésido ayuda al tratamiento contra la
inflamacién intestinal y se ha demostrado que esta anto-
cianina es eficaz para la inhibicion de las marcadoras pro-
inflamatorias producidas por citoquinas (Serra et al., 2013).

Modelos de calibracion de NIR

Se realizaron 32 calibraciones para el NIR, de las cuales
cuatro tuvieron un R?c superior a 0.7. El porcentaje de da-
tos atipicos eliminados con los criterios dados en las cali-
braciones fue bajo (de 3.5 a 5.1 %), lo cual sugiere que las
ecuaciones son robustas. En la Cuadro 3 se presentan los
resultados de las dos mejores calibraciones llamadas at04
y at22. Los coeficientes de determinacion de validaciones
cruzadas fueron ligeramente menores con respecto a los
R?c, 0.64 y 0.65, para at04 y at22, respectivamente.

Se realizé una validacion independiente con 183 mues-
tras. Los coeficientes de determinacion obtenidos de
0.7698 y 0.7758 (Figura 3), para at04 y at22, respectiva-
mente, fueron superiores a los obtenidos en la validacion
interna y similares a coeficientes de determinacion obte-
nidos en la validacion de ecuaciones NIR para la cuantifi-
cacion de contenido total de antocianinas (TAC) en flores
y frutos (Cavalcanti et al., 2013; Xiaowei et al., 2014); para
Maiz no se encontraron reportes. El intervalo de prediccion
abarco el 74.9y 78.2 % del calculado en el grupo de valida-
cion (Cuadro 3); el porcentaje que no esta dentro del inter-
valo es debido a las muestras con los valores mas altos de
TAC, las cuales fueron identificadas como valores atipicos.
Adicionalmente, los valores RPD obtenidos (2.9 y 3.0) indi-
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can que los modelos son lo suficientemente robustos para
monitorear el contenido total de antocianinas en muestras
de maiz, especialmente para apoyar las etapas iniciales
de los programas de mejoramiento (Cuadro 3). Estos re-
sultados de los modelos de calibracion son similares a los
obtenidos para la cuantificacion de lisina y triptdfano en
muestras de harina de maiz blanco (Rosales et al,, 2011) y
gue actualmente se utilizan para apoyar los programas de
mejoramiento de maiz de alta calidad proteica (Twumasi-
Afriyie et al., 2016).

Correlacion entre los métodos utilizados para la
cuantificacion de antocianinas

Correlaciones significativamente altas fueron obtenidas
entre los datos de antocianinas totales obtenidos por el
NIR y los obtenidos por espectroscopia de UV-Vis y HPLC,
de 0.825y 0.827, respectivamente, lo que confirma la utili-
dad del método NIR para la cuantificacion de antocianinas
en maices pigmentados.

CONCLUSIONES

Los dos modelos propuestos para NIR son robustos da-
dos los valores de SEP, SDvi, R?vi y RPD obtenidos. Estos
modelos de NIR para antocianina brindan una alternativa
rapida y de bajo costo para la determinacion de antociani-
nas totales. Los resultados obtenidos en los métodos de
analisis de antocianinas estuvieron altamente correlacio-
nados entre si. El método por HPLC es una herramienta
muy importante para la caracterizacion y cuantificacion de

Cuadro 2. Cuantificacion por HPLC de antocianinas glicosiladas.

Valor méaximo (ug g' PS) Valor minimo (ug g' PS)

Antocianina Promedio (ug g' PS)
Cianidina 3-glucdsido 154.69
Pelargonidina 3-glucdsido 14.33
Peonidina 3-glucdsido 25.45

628.32 2410
521.14 0.62
1568.83 10.37

Figura 2. Granos de color purpura en la accesion BOZM342.
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Cuadro 3. Coeficiente de determinacion y caracteristicas de los modelos aplicados para la determinacién de antocianinas

totales.
Grupo de calibracion

Modelo

N Intervalo Promedio  SDcf SEL™ % Valores atipicos'MPLS terms*  R?c*
at04 3.5 11 0.7068
at22 371 2.5-1989.9 290.6 204.8 19.9 5.1 9 0.7757

Grupo de validacién Validacién independiente

Modelo

N Intervalo Promedio SDgvi* Intervalo  Promedio SDviY R2vivy SEP?  RPD#
ato4 0-925.1 266 115.90 0.7698 3990 290
at22 183 39-1237.7 280.6 15360 0-964.8 266.8 120.10 0.7758 39.90 3.01

TSDc = Desviacion estandar del grupo de calibracion. TError Estandar de Laboratorio. *% de datos atipicos. *Términos utilizados en los modelos con la
regresion lineal de minimos cuadrados parciales modificados. *R?c = Coeficiente de determinacion de la calibracion. *SDgvi = Desviacion estandar del
grupo de validacion independiente. YSDvi = Desviacion estandar de la validacion independiente. ¥R?vi = Coeficiente de determinacion de la validacion
independiente. ?SEP = Error estandar de prediccion. ?RPD = Cociente de la Desviacion de Desempefio, calculado como SDvi/SEP.
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Figura 3. Regresiones lineales de TAC y NIRS de 183 muestras, calibracion at04 (A) y at22 (B).

antocianinas individuales; sin embargo, su alto costo, ne-
cesidad de equipo y personal especializado hacen que sea
un método mas complejo comparado con el NIR. Todas
las muestras analizadas presentaron cianidina-3-gluco-
sido, pelargonidina-3-glucdsido y peonidina-3-glucdsido
en el perfil de HPLC, en la que cianidina-3-glucdsido fue la
antocianina encontrada en mayor cantidad.
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