INFORMATIVO TECNICO

Utilizacao da tecnologia NIRS para predicao dos valores
nutricionais de forrageiras

Angela Fonseca Rech’ e Simone Silmara Werner?

Resumo — A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (Near Infrared Spectroscopy - NIRS) tem sido muito utilizada com
objetivo analitico nas mais diversas dreas de pesquisa, producdo e industria em materiais como petréleo, produtos quimicos,
6leos, madeiras, polimeros, tecidos, medicamentos, alimentos, bebidas, solos etc. Apds a correta implantagdo da técnica, a
analise ndo necessita de reagente quimico, é robusta, rapida, ndo destrutiva e ndo exige mao de obra especializada. Porém,
para que a técnica seja utilizada de forma confidvel, modelos de calibragdo precisos e acurados devem ser desenvolvidos
para cada material e para cada componente de interesse. O objetivo deste trabalho é fornecer algumas informacg&es bdsicas
importantes sobre a técnica NIRS, seu fundamento, potencial e limitagdes de uso.

Termos para indexag¢ao: Modelos Calibragdo; Bromatologia; Espectroscopia.
Use of NIRS technology for prediction of nutritional values of forages

Abstract — Near Infrared (NIR) Spectroscopy (NIRS) has been widely used for analytical purposes in the most diverse areas of
research, production and industry in materials such as petroleum, chemicals, oils, wood, polymers, textiles, food, beverages,
soils, etc. After the correct implantation of the technique, the analysis does not require chemical reagent, it is robust, fast, it
is not destructive and does not require specialized labor. However, for the technique to be used reliably, precise and accurate
calibration models must be developed for each material and each component of interest. Some important information about
NIRS, fundamentals, potential and limitations of use are presented in this work.

Index terms: Calibration Models; Bromatology; Spectroscopy.

Introdugéo Tabela 1. RegiGes espectrais dos respectivos grupos quimicos comumente vistos em NIRS

Table 1. Spectral regions of the respective chemical groups commonly seen in NIRS
Os avancos nas areas computacio- Grupo (A), nm (v), cm-1

nal e eletrénica ocorridos na década de CH, 2275 - 2285 4400 - 4380

1980 permitiram que as informaces NH, 1520 -1540 6580 — 6490

obtidas com o espectro coletado na re- H,0 1930 -1940 5280 —-5150

gido do infravermelho préoximo fossem Cc=0 1950 5130

tratadas e analisadas corretamente, po- C=CH, 860 — 870 1163011490

pularizando a Espectroscopia no Infra-
vermelho Préximo (Near Infrared Spec-
troscopy — NIRS) como técnica analitica.
Esta técnica tem sido utilizada para de-
terminacgdo da composi¢cdo quimica de
um grande numero de materiais e é par-
ticularmente indicada para aqueles que
contenham as ligagdes quimicas C-H,
O-H, N-H, S-H e C=0 (PASQUINI, 2018),
exemplificadas na Tabela 1.

Norris et al. (1976) foram os primei-
ros a relatar que a espectroscopia NIR,
associada a métodos quimiométricos,
poderia prever de forma rdpida e razo-

A-Comprimento de onda; V-Numeros de onda
Fonte: Adaptado Siesler et al., 2001

A\ -Wavelength; v-Wavenumbers

Source: Adapted Siesler et al., 2001

avel a qualidade das forragens. Porém,
sua precisdo e acuracia dependem de
bons modelos de calibracdo. Yang et
al. (2017) realizaram um trabalho para
desenvolvimento e calibragdo dos mo-
delos para a previsdo de parametros
de qualidade de forragem em Lolium
multiflorum. Os autores relataram que a
técnica NIRS foi eficiente para predizer
os valores de proteina bruta (PB), fibra
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em detergente acido (FDA), fibra em
detergente neutro (FDN) e carboidratos
soltveis em agua. Além disso, a técnica
proporcionou uma economia de tempo
e custos associados a andlise que, se-
gundo eles, foi de apenas 20% quando
comparada a metodologia tradicional.
A construcdo dos modelos de cali-
bragdo para NIRS necessita que um nu-
mero consideravel de amostras esteja»
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disponivel, seja analisado pelos méto-
dos de referéncia e que os resultados
obtidos estejam distribuidos em uma
escala abrangente. Essas amostras sdo
submetidas a leituras espectrais (Figura
1) e os dados das leituras sdo cruzados
com os valores obtidos pelos métodos
de referéncia. Para isso, no entanto, é
necessario definir o método de regres-
sdo que sera empregado, o melhor pré-
tratamento matemadtico nos dados es-
pectrais, o segmento do espectro a ser
utilizado, entre outros.

Fundamento

A NIRS é um tipo de espectroscopia
vibracional que utiliza a energia de fétons
na faixa do comprimento de onda de 750
nandmetros (nm) a 2500nm (ou nimero
de onda entre 13333 a 4000cm™) e sua
interagdo com a matéria. A onda eletro-
magnética produzida pelo espectrofo-
toémetro de infravermelho préximo NIR
(Near Infrared) (Figura 2) ao incidir na
amostra a ser analisada, é parcialmente
absorvida e refletida. As ligag¢des cova-
lentes das substancias organicas absor-
vem essa energia que é transformada
em vibracdo das ligagdes moleculares.
A radiacdo que ndo é absorvida é refle-
tida, analisada e quantificada. Entre os
modos de medigdo, predominam aque-
les baseados na refletancia difusa para
materiais sélidos (moidos, granulados
ou intactos) (PASQUINI, 2018).

A refletancia difusa é resultado da
incidéncia da radiagdo na superficie do
material, com subsequente penetracao
na camada superficial das particulas
excitando modos vibracionais das molé-
culas da amostra seguidos pelo espalha-
mento da radiagdo em todas as dire¢des
(Figura 3). Os espectros obtidos (intensi-
dade de refletancia em fungdo do com-
primento de onda) (Figura 1) contém
informacdo indireta da absorgdo, espa-
Ihamento e reflexdo da luz original irra-
diada. A absorc¢do e o espalhamento da
radiagdo sdo os principais fenébmenos
que afetam o espectro de refletancia
(PASQUINI, 2018).

Original Spectra
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Figura 1. Espectros na regido do infravermelho proximal de amostras de azevém
Figure 1. Spectrums in the proximal infrared region of ryegrass samples

Figura 2. Espectrofotémetro de infravermelho préximo NIR. Foto: Angela F. Rech
Figure 2. NIR Near Infrared Spectrophotometer. Photo: Angela F. Rech
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Figura 3. Refletancia difusa

Fonte: Adaptado de Macdonald, 2016;
Figure 3. Diffuse Reflectance

Source: Adapted Macdonald, 2016
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Os componentes organicos dos ali-
mentos possuem caracteristicas de ab-
sor¢do especificas, onde ocorrem vibra-
¢cOes das ligacGes hidrogenadas induzi-
das pelo calor nos grupos funcionais das
moléculas. Esta absor¢do de energia é
utilizada para estimar o nimero e o tipo
de ligagdes moleculares das amostras.
Assim, pela espectroscopia NIR ha con-
di¢Bes de predizer o contetudo dos dife-
rentes componentes nutricionais, por
meio de equagdes de calibragdo para
cada um desses componentes e para
diferentes alimentos (MARTEN et al.,
1985). Porém, devido a complexidade e
a quantidade de informacgGes contidas
nos espectros gerados é muito dificil
fornecer interpretagbes quantitativas
diretas, sendo fundamental a constru-
¢do cuidadosa de modelos de calibragdo
e validagdo antes de utilizar a espectros-
copia NIR como técnica analitica (MON-
TEIRO et al., 2017).

A calibragdo é a construgdo de um
modelo estatistico que ird estimar o
teor de um componente no material de
interesse, a partir da absorgao da ener-
gia pela amostra submetida a radiagdo
na faixa do infravermelho proximal. Para
otimizar a utilizagdo das informagdes
contidas nos espectros no infraverme-
lho proximal, técnicas multivariadas sao
usadas para remover fontes de variagao
indesejaveis causadas por diferengas no
tamanho, na forma das particulas e na
densidade das amostras, espalhamento
da luz, ruidos e efeitos aditivos na linha
de base. Os pré-tratamentos matema-
ticos sdo importantes também para re-
duzir o nimero de fatores necessarios,
simplificar o modelo de calibragdo, dar
maior énfase aos picos e melhorar a
interpretacdo do modelo. E necessario
ainda detectar e excluir as amostras
aberrantes (outliers) discrepantes que
ndo se encaixam ou nao correspondem
a calibragdo (MARTEN et al., 1985).

O método de regressao mais utiliza-
do para desenvolvimento de modelo de
calibracdo e predicdo dos teores em ma-

teriais agropecudrios (milho, soja, café,
carnes, plantas, forragens, madeira, car-
vdo etc.) é o Partial Least Squares (PLS).
Os pré-tratamentos matematicos muito
utilizados sdo as derivadas de 12 e 22
ordem, Multiplicative Scatter Correction
(MSC), Standard Normal Variate (SNV)
e filtro de Savitzki-Golay, assim como as
combinagBes dos mesmos (PASQUINI,
2018).

Etapas necessadrias

Para obter sucesso na utilizagdo des-
ta tecnologia é necessario seguir algu-
mas etapas: selecionar amostras repre-
sentativas e que possuam grande varia-
bilidade em relagdo a concentragao do
componente que se deseja determinar;
obter bons resultados analiticos pelos
métodos de referéncia convencionais;
realizar as leituras espectrais; aplicar os
tratamentos matematicos; desenvolver
modelos estatisticos; validar com amos-
tras ndo utilizadas na construgdo do mo-
delo; avaliar os resultados; e implantar
a rotina analitica no laboratério.

Utilizacao

A técnica NIRS tem sido adotada
como método oficial, método 930.03,
pela Association of Official Analytical
Chemists, na predi¢do do teor de pro-
teina bruta e FDA em forragens (Asso-
ciation of Official Analytical Chemists,
1984). Muitos trabalhos e artigos uti-
lizando espectroscopia NIR tém sido
publicados e, segundo Williams et al.
(2017), a maioria desses estudos nao
informa alguns itens importantes que
precisam ser relatados necessarios para
quem procura duplicar a aplicacdo ou
para revisores do trabalho. Estes mes-
mos autores sugerem que indicadores
como o erro padrdo da validagdo cru-
zada Standard Error of Cross-Validation
(SECV) ou erro médio quadratico da vali-
dacao cruzada Root Mean Square Errors
of Cross-Validation (RMSECV), erro mé-

dio quadratico de predicdo Root Mean
Square Error of Prediction (RMSEP), coe-
ficiente de determinagdo (R?) da valida-
¢do (R?val), desvio, entre outros, sejam
relatados no artigo.

O desempenho dos modelos pode
ser avaliado pelo RMSEP e R2 dos va-
lores previstos e de referéncia, e pela
Relagdo do Desvio de Previsdo Ratio of
Prediction Deviation (RDP), como re-
comendado por Williams & Sobering
(1993). O RDP é a relagdo entre o erro
padrao de previsdao com o desvio pa-
drdo dos dados originais e é utilizado
para a avaliagdo e monitoramento de
calibracGes.

Utilizando a espectroscopia NIR,
Fontaneli et al. (2002) desenvolveram
modelos de calibragcdo para predicdo
de propriedades nutricionais de silagem
de milho e concluiram, com base no R?,
erro padrdo da validacdo cruzada, erro
padrdo da validagdo e R*val que os mo-
delos desenvolvidos apresentavam ele-
vada acuracia.

Segundo Fernandes (2015), a téc-
nica NIRS, associada ao método de ca-
libragdo multivariada de regressdo por
meio de quadrados minimos parciais,
mostrou-se eficiente para prever a com-
posicdo quimico-bromatoldgica de va-
gem de algaroba e da palma forrageira.
Este mesmo autor escolheu os melho-
res modelos com base nos resultados
de RMSEC, RMSECV e R2.

Com objetivo de ajustar um modelo
de calibragdo multivariada para a predi-
¢do do teor de proteina bruta em bio-
massa de capins braquiaria, Neto et al.
(2012) desenvolveram e avaliaram os
modelos pelos resultados obtidos para
o Root Mean Square Error of Calibra-
tion (RMSEC) Erro Médio Quadratico
de Calibragdo, RMSECV, RMSEP e R2
Concluiram que o modelo de calibragdo
multivariada para a analise do teor de
proteina em biomassa de braquiaria foi
adequado e podera ser adotado como
método de rotina de analise. Neto et
al. (2009) concluiram que a espectros- »
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copia NIR é uma técnica alternativa
vidvel para a determinagdo do teor de
proteina total e matéria seca em amos-
tras de milho moido. Os modelos ajus-
tados para proteina bruta, matéria seca
e fésforo apresentaram performances
adequadas para utilizagdo em amostras
provenientes de ensaios de screening
(para triagem de amostras) ou onde se
tem grande numero de repeticOes de
amostras por tratamentos. Para utiliza-
¢do em determinacgdes analiticas como
método de rotina laboratorial, no en-
tanto, os modelos de calibracdo precisa-
vam ser aprimorados.

A técnica também tem sido utiliza-
da como ferramenta para desenvolver
modelos de predi¢do de consumo de
matéria seca e organica, matéria orga-
nica digestivel, digestibilidade aparente,
qualidade de ingredientes em indus-
trias, entre outras.

Limitacgoes

Apesar das vantagens apresentadas
neste informativo, a espectroscopia NIR
apresenta algumas limitagGes: Métodos
de referéncia analitica reconhecidos sdo
necessarios para fornecer os resultados
exigidos na etapa de modelagem; O mo-
delo geralmente é de dificil interpreta-
¢do quimica sendo necessdria a utiliza-
¢do de algoritmos; Os modelos desen-
volvidos precisam ser atualizados com
frequéncia; Uma modelagem robusta
pode exigir centenas ou até milhares
de amostras pré-analisadas pelo méto-
do de referéncia; A técnica ndo é mui-
to sensivel e o limite analitico geral de
quantificagdo, usualmente considerado,
esta na faixa dos 5000ppm ou 0,5%, sob
condigGes favoraveis (PASQUINI, 2018).
Isso pode restringir sua aplicacdo as
substancias encontradas em concentra-
¢Oes superiores a 0,5%.

Consideragoes finais

A espectroscopia NIR apresenta
grandes vantagens em relacdo aos mé-

todos de analises tradicionais para pre-
dicdo dos valores nutricionais de forra-
geiras, mas tem como fatores limitantes
a necessidade de um grande niumero de
amostras ja analisadas pelos métodos
de referéncias e a necessidade de ajuste
de bons modelos de calibragdo. Cum-
pridas essas exigéncias o método po-
derd ser utilizado na rotina laboratorial
para aumentar a capacidade de analises
e reduzir o volume de reagentes e de
residuos gerados nas andlises quimicas
convencionais.
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