¥y ¥ ¥y

Revista Cubana de Ciencia Agricola

ISSN: 0034-7485
rcca@ica.co.cu

Instituto de Ciencia Animal
Cuba

Valenciaga, Daiky; Oliveira Simoes Saliba, Eloisa de
La espectroscopia de reflectancia en el infrarojo cercano (NIRS) y sus potencialidades para la
evaluacion de forrajes
Revista Cubana de Ciencia Agricola, vol. 40, nim. 3, 2006, pp. 259-267
Instituto de Ciencia Animal
La Habana, Cuba

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=193017723001

Como citar el articulo

Numero completo . ., o
P Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1930
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=193017723001
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=193017723001
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1930&numero=17723
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=193017723001
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1930
http://www.redalyc.org

Revista Cubana de Ciencia Agricola, Tomo 40, No. 3, 2006.

259

La espectroscopia de reflectanciaen el infrarojo
cercano (NIRS) y sus potencialidades para la evaluacion
de forrajes
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Correo electrénico: dvalenciaga@ica.co.cu
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Correo electronico: saliba@vet.ufmg.br

La espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (Near Infrared Reflactance Spectroscopy, NIRS)
ha alcanzado un gran desarrollo a nivel mundial por su precisién y exactitud. Se trata de una técnica que no
destruye ni contamina y tiene ademas, potencialidades para ser automatizada. Su practica permite analizar,
de forma rapida y relativamente facil, un gran nimero de muestras. En el presente articulo se pretende dar
a conocer las ventajas de ésta y sus potencialidades para la evaluacion de forrajes. Se revisan sus fundamen-
tos fisicos y se exponen algunas de sus aplicaciones en el campo de la produccion animal. Se refieren también
varios trabajos que han utilizado este método para la prediccion de la composicién nutricional de forrajes,
asi como para el control de la calidad de productos agropecuarios provenientes de diversas fuentes.

Palabras clave: NIRS, evaluacion de forrajes, fundamentos fisicos, aplicaciones.

INTRODUCCION

El control analitico de los alimentos y pro-
ductos es un punto critico en lo que se refiere
a la aplicacion préactica de los conocimientos
cientificos generados en el campo de la nutri-
cién animal. Los métodos tradicionales de ana-
lisis, cuantitativos y cualitativos, son laborio-
sos, demandan tiempo, mano de obra y son de
elevado costo. Por esto, se hace necesario de-
sarrollar técnicas rapidas y confiables que per-
mitan evaluar los alimentos, asi como contro-
lar la calidad de los productos agropecuarios
(Daviesy Grant 1987).

Desde la década del setenta del siglo XX,
se perfila a nivel mundial la espectroscopia de
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS),
como una técnica alternativa a los métodos
quimicos y quimico-bioldgicos tradicionales.
Esta presenta muy buen potencial para obte-
ner estimaciones seguras y muy réapidas en lo
que se refiere a la composicién quimica y
nutricional de los forrajes (Givens y Deaville

1999, Cozzolino 2002y Ferrari etal. 2004), asi
como de otros productos de muy diversa pro-
cedencia (Gonzalez et al. 2004 y Dambergs et
al. 2005).

Los Estados Unidos fueron el primer pais
en desarrollar esta técnica, a mediados de la
década de los 70 del siglo pasado. El Departa-
mento de Agricultura la utilizo para el analisis
de cereales y sugirid la posibilidad de utilizar
filtros discretos en el infrarrojo cercano, para
el analisis de proteina y materia seca en granos
y, enel caso de lasoya, para proteina, grasay
humedad. Posteriormente, se extendio su apli-
cacion a otros productos de la industria
petroquimica, farmacéutica y textil (Shenk y
Westerhaus 1993).

En los Gltimos afios se han desarrollado
numerosas aplicaciones para evaluar compo-
sicion, monitorear procesamiento y certificar
la calidad de los alimentos, tanto para anima-
les, como para humanos, y todo hace suponer
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que las aplicaciones aumentaran (Fontaine et
al. 2001, Cozzolino et al. 2004 y Ramirez et al.
2005).

En laactualidad, muchas publicaciones cien-
tificas, libros especificos y memorias de Confe-
rencias Internacionales confirman el potencial
de latécnica NIRS para la caracterizacion de ali-
mentos y productos, de forma instantanea y en
sus aspectos cuantitativos y cualitativos.

Esta técnica se destaca por su rapidez (se-
gundos), cuestién muy importante para el ana-
lisis de grandes producciones a escala indus-
trial, asi como para el rutinario andlisis quimico
de gran cantidad de muestras que tiene lugar
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en los laboratorios. También puede utilizarse
en plantas productoras de harinas de forrajes,
sin menospreciar su eficiencia en laboratorios
que controlan la calidad de los piensos, entre
otras aplicaciones. Es una técnica no contami-
nante y no destructiva, lo que permite analizar
los productos sin transformarlos, asi como su
recuperacion posterior (Cajarville etal. 2002 y
Cozzolinoetal. 2005).

El objetivo de este estudio es el analisis
de las ventajas y potencialidades de esta téc-
nica en la evaluacién de forrajes, asi como
destacar algunas de sus aplicaciones en la pro-
duccién animal.

FUNDAMENTOS DE LAESPECTROSCOPIADE REFLECTANCIAEN EL INFRARROJO
CERCANO(NIRS)

La palabra espectroscopia se deriva de la
combinacion latina de spectrum ‘imagen’ y del
griego skopia ‘ver’. De esta forma, la
espectroscopia infrarroja es un tipo de
espectroscopia vibracional, que permite el
analisis de las vibraciones moleculares.
Especificamente, la espectroscopia de
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) es
la medicién de la longitud de onda e intensi-
dad de la absorcion de luz infrarroja cercana,
que realizan determinados componentes qui-
micos de la muestra.

La luz infrarroja cercana se extiende en un
rango de 700 nm — 2500 nm vy tiene energia
suficiente para excitar sobretonos y combina-
ciones de vibraciones moleculares a altos ni-
veles de energia (Deaville y Flinn 2000). Se usa
tipicamente para medir de forma cuantitativa
grupos funcionales organicos, especialmente
O-H,N-Hy C=0.

Cuando la luz incide en una muestra, una
parte de los fotones puede transmitirse a tra-
vés de lamisma, y el resto se absorbe por algu-
nos enlaces covalentes que actian como re-
sortes oscilantes, acoplados con la frecuencia
o longitud de onda exacta de la radiacion
luminica (Mieres et al. 2000 y Cajarville et al.
2003). Al absorber energia, los enlaces de las
moléculas vibran en dos formas fundamenta-

les: se extienden, aumentando la distancia
interatdmica a lo largo del eje entre dos &tomos
(lo que ocurre a frecuencias mas altas o a me-
nor longitud de onda), o se doblan (a frecuen-
cias méas bajas o mayor longitud de onda) cam-
biando el angulo de enlace entre dos 4&tomos
(Windhan etal. 1989 y Alomary Fuchslocher
1998). La energia resultante se disipay se pro-
voca un calentamiento de la muestra. La ab-
sorcion es selectiva y depende de los grupos
moleculares involucrados. Asi, la absorcion de
luz se estima por diferencia entre la luz inciden-
tey lareflejada o transmitida.

La interaccion de la energia con la materia
obedece a la ley de Lambert-Beer, la cual esta-
blece que la absorbancia, a cualquier longitud
de onda, es proporcional al nimero o concen-
tracion de las moléculas absorbentes presen-
tes en el camino que recorre la radiacion
(Cozzolino y Fassio 2003). Esto determina que,
para una muestra de naturaleza quimica
heterogénea, 0 con numerosos componentes
quimicos, el espectro obtenido en la region
del infrarrojo cercano sea una compleja com-
binacion de bandas sobrepuestas o muy cer-
canas, o0 picos de absorcion parciales. Estos
suelen confundirse en una linea suavizada, en
la que se encuentran picos, valles y curvatu-
ras en forma de hombros (Alomar y
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Fuchslocher 1998 y Deaville y Flinn 2000) y
que solo tienen sentido cuando dicha informa-
cion se puede interpretar con la ayuda de una
computadora.

En su aplicacion al analisis de forrajes y
otros compuestos, la técnica se basa en que el
espectro luminico cercano al infrarrojo puede
proporcionar informacidn acerca de los princi-
pales elementos estructurales asociados a los
organismos Vvivos, ya que los grupos funcio-
nales que responden a la radiacion en este es-
pectro son C-H, O-H, N-H, S-Hy C=0 (Shenky
Westerhaus 1995). Asi, los principales compo-
nentes del tejido vegetal, que consisten en
combinaciones muy diversas de los grupos
citados, tienen propiedades de absorcion en
esta region del espectro (Cozzolino et al. 2002a),
que pueden usarse para diferenciar un compo-
nente de otro.
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En la tabla 1 se presentan las bandas de
absorcion de los principales componentes or-
ganicos en los alimentos y los enlaces tentati-
vos que los representan.

Una de las ventajas del trabajo en la region
del infrarrojo cercano del espectro es que, al
utilizar longitudes de ondas menores (en rela-
cion al infrarrojo medio), la penetracién de la
radiacion es mayor, debido a que el grado de
absorcion es mas débil, con respecto a la ban-
da de absorcion fundamental en el sector del
infrarrojo medio. Esto hace posible analizar por
reflectancia una muestra sélida de mayor gro-
sor, obteniendo informacién mas representati-
vay, al mismo tiempo, permite trabajar en modo
transmision (o transmitancia) muestras hime-
das heterogéneas mas gruesas y que sea mas
facil el manejo que en la region del infrarrojo
medio (Beyer 1997).

Tabla 1. Bandas de absorcion de enlaces quimicos en la region NIRS (Davies y

Grant 1987)

Longitud de onda, nm Constituyentes Enlace asignado
1200 Lipidos C-H
1440 Agua y Carbohidratos O-H
1730 Lipidos C-H
1780 Lipidos C-H
1940 Agua O-H
1980 Proteinas N-H
2080 Carbohidratos O-H
2180 Proteinas C=0, N-H
2320 Lipidos C-H
2350 Lipidos C-H

DESARROLLO DE CALIBRACIONES

Para estimar la composicion quimica de una
muestra mediante este método, se requiere pre-
viamente hacer calibraciones, para lo que se ne-
cesita de un conjunto amplio de muestras repre-
sentativas de una misma poblacion, colectar sus
espectros, analizar las muestras mediante un
método de referencia confiable (técnicas analiti-
cas clasicas), asi como desarrollar las ecuaciones
de calibracion que relacionen los datos
espectrales con los resultados del método de

referencia y, finalmente, validarlas con otras
muestras de la misma poblacion general, pero
que no formen parte del conjunto de calibracion.

SegUn Murray et al. (2000), el grupo de mues-
tras seleccionadas para desarrollar una calibra-
cion debe cumplir ciertas condiciones ideales:

- Representar un rango amplio de composi-
ciones o calidades.

-Tener una distribucion uniforme y pareja
(no normal) con respecto a la poblacion total.
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-Contar con datos precisos de su compo-
sicion quimica.

Las ecuaciones de calibracion tienden a
tener mejor valor predictivo cuando se desa-
rrollan en muestras de naturaleza relativamen-
te homogénea o correspondientes a un mismo
tipo de producto. En cambio, cuando se inten-
ta desarrollar calibraciones para poblaciones
mas heterogéneas, de base mas amplia (pajas,
henos y ensilajes de distintas especies vege-
tales), la precision y exactitud tienden a dismi-
nuir (Shenk y Westerhaus 1995).

Uno de los primeros aspectos que se plan-
tea al desarrollar una calibracion, es el nimero
de muestras que sera necesario incluir para
obtener resultados satisfactorios. No existe un
nimero minimo definido, este depende de la
entidad que se va a predecir y de la naturaleza
del producto que se pretende evaluar. Cuando
se pretenden analizar entidades quimicas sim-
ples, de productos relativamente homogéneos,
como es el tenor de nitrégeno, puede bastar
con 30 a 40 muestras. En cambio, si se preten-
de evaluar el contenido de proteina en produc-
tos méas heterogéneos, o productos con mayo-
res niveles y variedad de proteinas, se requie-
ren mas de 100 muestras (Ferrari et al. 2004).
En este sentido, es poco probable obtener
calibraciones robustas en su uso rutinario para
analizar forrajes, si se cuenta con menos de
100 muestras, excepto cuando se utilizan para
predecir componentes simples como el conte-
nido de humedad y nitrogeno (Flores et al.
2000). Mientras mayor es el nimero de mues-
tras, mayor precision se logra en la determina-
cién 'y, por tanto, en la calibracion.

Al desarrollar una calibracion NIRS, la in-
formacion espectral (6ptica) se relaciona me-
diante un algoritmo con la informacion de la
composicion fisico-quimica (método de refe-
rencia), utilizando modelos estadisticos. Entre
las técnicas disponibles estén la regresion malti-
ple, la regresion multiple paso a paso, asi como
la de los componentes principales y cuadrados
minimos parciales (Alomar y Fuchslocher 1998).

Generalmente, se encuentran mejores re-
sultados con las ultimas dos técnicas, en las
que se reduce toda la informacion espectral a
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un grupo mas pequefio de variables indepen-
dientes (componentes principales) y, al mismo
tiempo, se controla el riesgo de sobreajuste
(Shenk y Westerhaus 1993).

El uso de redes neuronales es otra técnica
que se perfila con gran potencial, ya que es
capaz de resolver relaciones no lineales en los
datos espectrales, lo que mejora la exactitud
(Shenk y Westerhaus 1995).

Las diferentes opciones de tratamientos
matematicos y técnicas de regresion permiten
disponer de un gran ndmero de ecuaciones
para cada una de las variables a predecir, por lo
que es necesario seleccionar la que se consi-
dere mas confiable (Shenk y Westerhaus 1993).

Segun Pires y Prates (1998), Fontanelli et
al. (2000) y Saliba et al. (2003), las variables
mas utilizadas en la validacion de ecuaciones
de calibracion son el error estandar de la dife-
rencia entre los célculos del equipo NIRS y los
resultados del método de referencia [error
estandar de calibracion (EEC)], asi como el co-
eficiente de determinacion (R?). Los buenos
resultados deben tener R?alto y EEC bajo.

Davies y Grant (1987) y Alomar y
Fuchslocher (1998) plantean que existen tres
categorias de ecuaciones, atendiendo a la mag-
nitud de los estadigrafos de calibracion y, par-
ticularmente, a la del error estandar de calibra-
cion (EEC):

1. Esta constituida por aquellos productos
y constituyentes que muestran una alta correla-
cion entre la informacidn espectral y los valo-
res de referencia. En esta categoria se incluyen
humedad y proteina bruta, en la mayor parte de
granos, grasa en concentrados proteicos y en
varios subproductos de origen animal.

2. Incluye productos que muestran erro-
res de calibracion algo superiores. Aqui se
incluyen la proteina bruta y humedad en forra-
jesy piensos y fraccionamiento de la fibraen
productos forrajeros.

3. Esta formada por productos y constitu-
yentes en los que la correlacion entre la medi-
da espectral y el método de referencia es baja
y, por tanto, los errores de calibracién son ma-
yores. Aqui se incluyen los minerales de los
productos forrajeros.
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APLICACIONES DE LAESPECTROSCOPIADE REFLECTANCIAEN EL INFRARROJO
CERCANO EN ELANALISIS DE FORRAJES

Desde la década del setenta, se ha utilizado
la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIRS), como una técnica alternativa a
métodos quimicos y quimico-bioldgicos tradi-
cionales, con muy buen potencial para obtener
estimaciones seguras y muy rapidas en lo que
se refiere alacomposicion quimicay nutricional
de los forrajes (Deaville y Flinn 2000).

Entre los indicadores tradicionalmente ana-
lizados se deben destacar: materia seca,
digestibilidad in vitro de la materia seca, la pro-
teina bruta, fibra (FB, FND, FAD, lignina, celu-
losa, hemicelulosa), extracto etéreo, cenizas,
minerales y energia (EB, EM).

En los Ultimos afios se han informado gran
ndmero de investigaciones que demuestran las
potencialidades del NIRS para predecir lacom-
posicion quimica de diversos productos agrico-
las como el ensilaje de maiz (Cozzolino y Fassio
2003), sorgo (Salibaetal. 2003y Ramirezetal.
2005), alfalfa (Pires y Prates 1998). También tiene
aplicacion en gramineas forrajeras como bromo
(Bromus valdivianus), pasto cebolla
(Arrhenatherum elatius, ssp bulbosus), pas-
to ovillo (Dactylis glomerata), pasto miel (Holcus
lanatus) y Chépica (Agrostis capillaris) (Flores
etal. 2000), en semillas de girasol (Cozzolinoy
Fassio 2005), granos de trigo (Garnsworthy et
al. 2000), de soyay chicharo, harinas de canola
y girasol (Fontaine et al. 2001). Se utiliza también
en determinacion de minerales en leguminosas
(Cozzolinoy Moron 2004), asi como en la deter-
minacion de los parametros de calidad de ensilaje
de gramineas (Cozzolino 2002), entre otras.

En la tabla 2 pueden apreciarse las poten-
cialidades de esta técnica para predecir dife-
rentes indicadores de la calidad en ensilajes.

Desde las primeras incursiones en el uso
de esta técnica en la valoracion de forrajes, el
avance ha sido tal que, al comparar diversas
técnicas de laboratorio de uso comun para pre-
decir la digestibilidad de mas de 150 ensilajes
evaluados in vivo, en Gran Bretafa, Barber et
al. (1990) concluyeron que NIRS es actualmen-
te la mejor en términos de precisién y exacti-
tud, siempre que se cuente con calibraciones
apropiadas. Ademas, el costo del andlisis por
muestra es menor que los realizados hasta ahora
por las técnicas analiticas clésicas. El costo
es el del equipo y sus repuestos (ambos ca-
ros), pero normalmente la inversion se recupe-
ra en menos de un afio, debido a la economia
de la materia prima, energiay tiempo. Los cos-
tos fijos se reducen y la calidad de la produc-
cion se incrementa. Su Unica desventaja es que
la calibracion requiere tiempo, cuidado y per-
sonal con conocimientos bésicos de estadis-
ticay computacion (Ferrari et al. 2004)

Tabla 2 Calibraciony validacion cru-
zada NIRS para distintos
parametros de calidad en
ensilaje de maiz (Cozzolino

y Acosta 2000)
ESC R?
MS 0.6 0.94
PB 0.4 0.94
Cenizas 0.4 0.80
FDA 1.2 0.91
FDN 2.8 0.90
pH 0.2 0.80
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APLICACIONES DE LAESPECTROSCOPIADE REFLECTANCIAEN EL INFRARROJO
CERCANOEN LA PREDICCION DE OTROS INDICADORES DE INTERES ENALIMEN-
TACIONY PRODUCCION ANIMAL

Si bien la mayor parte de los trabajos NIRS
que se informan en la bibliografia, hacen refe-
rencia al analisis de los indicadores citados
anteriormente, los trabajos de investigacion
comienzan a extenderse a otras aplicaciones
interesantes en el terreno de la alimentacion
animal: mejora genética, clinica animal y con-
trol de la calidad de los productos, entre los
gue podemos destacar:

-Degradabilidad in sacco.

-Cinética de degradacion en el rumen.

-Proteina dafiada por calor en forrajes.

-Determinacién de pH, acido lactico, acido
acético, amonio y azUlcar en ensilajes.

-Determinacion de azlcares solubles en
forraje verde.

-Determinacién de glucosinolatos, fenoles,
acido er(cico, inhibidor de tripsina, fitatos y
glucanos en granos y forrajes.

-Determinacion de aminoacidos en granos
y harinas.

-Conteo de células somaticas.

-Determinacion de 6xido cromico en dietas
de animales.

-Determinacion de lacomposicion quimicay
fisico-quimica de la leche y derivados lacteos.

-Determinacion de la proporcion de ingre-
dientes simples en mezclas.

-Determinacion de la composicidn botani-
ca de los pastos.

El espectro de productos agricolas propor-
ciona una huella caracteristica que viene de-
terminada por todos los grupos funcionales
que absorben radiacion NIRS. Estos, a su vez,
estan relacionados con las caracteristicas qui-
micas, fisicas y sensoriales del producto.

Al comienzo del desarrollo de la tecnologia
NIRS, algunos intentos de utilizar la técnica
para andlisis cualitativos y de autentificacion
estuvieron limitados, fundamentalmente por lo
inadecuado de los tratamientos matematicos
que se utilizaron para extraer la informacion
espectroscopica relevante y, asimismo, en otros

casos, por ladificultad de utilizar muestras que
fueran auténticas o puras en su totalidad.

Los progresos en el conocimiento del espec-
troy sus propiedades y la incorporacion de dife-
rentes algoritmos matematicos en los programas
que acompafian a los equipos para el analisis
multivariado de datos espectrales, ha posibilita-
do laextraccion eficiente de informacion espec-
tral relevante. También han favorecido que el
analisis cualitativo NIRS sea unarealidad y cons-
tituya una poderosa herramienta en la identifica-
cion automatica de productos que se desvian de
un determinado patrén de calidad, asi como en
la deteccion de adulteraciones, entre otras apli-
caciones (Cozzolino et al. 2005).

En este sentido, Gonzalez et al. (2004) mos-
traron la viabilidad de la tecnologia NIRS para
la prediccién instantanea y simultanea de
parametros analiticos y organolépticos, defi-
nidos por la normativa comunitaria internacio-
nal de la calidad del aceite de oliva. Los resul-
tados obtenidos indican que esta tecnologia
permite predecir con excelente precision y fia-
bilidad diferentes indicadores: grado de aci-
dez, polifenoles totales, estabilidad oxidativa,
humedad, asi como puntos de cata con coefi-
cientes de determinacion (R?) superiores a 0.90.
Esto representa una enorme contribucién para
los laboratorios de industrias, cooperativas,
consejos reguladores y laboratorios de ins-
peccion y control del aceite de oliva.

El uso de NIRS se proyecta también al ana-
lisis cualitativo, el cual permite diferenciar sus-
tancias parecidas, pero con diferentes grupos
funcionales, mediante el andlisis discriminan-
te. Esto abre un importante campo de aplica-
cion en el control de calidad a nivel
agropecuario e industrial. Entre las aplicacio-
nes estudiadas para productos agropecuarios
que difieren de los forrajes puede citarse el
estudio de las propiedades sensoriales en car-
ne porcina (Barlocco et al. 2003), la calidad del
tejido adiposo de jamones de cerdo (Gonzélez
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et al. 2005), la calidad de la canal de ovinos
(Murray et al. 2000 y Cozzolino et al. 2004), la
determinacion de microelementos en suelo
(Morony Cozzolino 2003), el analisis de mues-
tras de heces de bovinos (Cozzolino et al.
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2002b), asi como el andlisis de calidad de la
miel de abejas (Cozzolino et al. 2002a) y de
diferentes variedades de vinos (Kwiatkowski
etal. 2004) y el analisis de calidad de las uvas
(Dambergs et al. 2005), entre otras.

CONCLUSIONES

La Espectroscopia de Reflectancia en el In-
frarrojo Cercano (NIRS) es una técnica alternati-
vaa los métodos quimico-bioldgicos tradiciona-
les, con buen potencial para obtener, de modo
rapido y seguro, estimaciones de la composi-
cion quimica 'y nutricional de los forrajes, asi
como de los productos agropecuarios.

El éxito de latécnica puede atribuirse, engran
parte, a su habilidad para la realizacion del anali-
sis de rutina réapido, con alta repetibilidad,
reproducibilidad y exactitud en laboratorios de
nutricion animal. Esto permite tomar decisiones

rapidamente. Requiere ademas, una nula o esca-
sa preparacion de la muestra (analisis no des-
tructivo de las muestras) e implica un ahorro
considerable de reactivos. No genera residuos
quimicos contaminantes (tecnologia limpia).

En los Gltimos afios se han desarrollado nu-
merosas aplicaciones para evaluar la composi-
cion, controlar el procesamiento y certificar la
calidad de alimentos, tanto para los animales,
como para la poblacion humana. Larealidad hace
suponer que las aplicaciones de esta técnica au-
mentaran.
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