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RESUMEN

La espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) es utilizada como un método rapido y exacto
para evaluar la composicién quimica de cereales y forrajes. El presente trabajo tuvo como objetivos el de evaluar
el potencial del NIRS para el andlisis de alimentos para animales y para identificar la presencia de harinas de
origen animal en harinas de origen vegetal. 400 muestras de alimentos para animales (raciones, suplementos
animales y vegetales) que comprende un amplio rango de caracteristicas fisicas — quimicas fueron leidas en un
equipo monocromador NIRS 6500 (NIRSystems, Silver Spring, USA) en el rango de longitudes de onda de 400
a 2500 nm, en reflectancia. Los coeficientes de determinacion en calibracion (R?) y el error estandar de la
validacion cruzada (SECV) son 0,90 (SECV: 0,82%), 0,98 (SECV: 1,3%), 0,93 (SECV: 1,4%), 0,80 (SECV:
5,3%) y 0,92 (SECV: 1,03%) para materia seca (MS), proteina cruda (PC), fibra acida (FDA), fibra neutra
(FDN) y cenizas en base seca. Los resultados demuestran el potencial del NIRS para el analisis de rutina de PC,
ceniza y FDA. Para el segundo objetivo, buenas predicciones se lograron para la determinacién de contamina-
cion en harinas de origen vegetal con harinas de origen animal.
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SUMMARY

USE OF NEAR INFRARED REFLECTANCE
SPECTROSCOPY (NIRS) TO ANALYSE ANIMAL FEEDS

Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) was used to predict both chemical composition of animal feed
samples and the contamination of meals of vegetal origin with meals of animal origin. Four hundred (n: 400)
animal feed samples of wide range on chemical characteristics and origin were scanned in an instrument NIRS
6500 (NIRSystems, Silver Spring, MD, USA) over the wavelength range between 400 — 2500 nm, in reflectance
mode. Calibration coefficients of determination (R?) and standard error in cross validation (SECV) were 0.90
(SECV: 0.82%), 0.98 (SECV: 1.3%), 0.93 (SECV: 1.4%), 0.80 (SECV: 5.3%) and 0.92 (SECV: 1.03%) for dry
matter (DM), crude protein (CP), acid detergent fibre (ADF), neutral detergent fibre (NDF) and ash, respectively,
dry weight basis. The results showed that NIRS could be used as routine method to determine CP, ADF and ash
in animal feed samples. In relation with the second objective, good predictions were obtained for determine
contamination in soy bean meal with either fish meal or meat and bone meal.

KEY WORDS: NIRS, contamination, animal feeds, quality.
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INTRODUCCION

Los alimentos y productos agricolas son nuestro mas
intimo contacto con el medio ambiente. La preocupacion
por parte del consumidor en aspectos de sanidad, nutri-
cion y seguridad, necesita de adecuados mecanismos de
control de calidad de todos los alimentos producidos y
elaborados con productos agricolas y/o derivados del sec-
tor primario industrial. Recientes eventos en USA y Reino
Unido, como por ejemplo la Encefalopatia Espongiforme
Bovina (BSE), la infeccion por la bacteria Escherichia coli
cepa 0157 y la aparicién de organismos modificados
genéticamente (GMO), han afectado la confianza del con-
sumidor. La necesidad de conocer el origen y la calidad de
los alimentos para uso humano y animal, es uno de los
objetivos centrales en el mercadeo de productos agricolas
a nivel mundial. Los métodos cuantitativos y cualitativos
tradicionales de analisis son dificultosos, demandan tiem-
po, mano de obra y son de un elevado costo (Murray,
1986; Osborne et al., 1993; Cozzolino, 1998). Las propieda-
des opticas de los alimentos y en particular la aplicacion
de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cerca-
no (NIRS) se emplea desde la década del 70 en la industria
alimenticia, farmacéutica, petroquimica, como alternativa a
los métodos quimicos y quimico—bioldgicos tradicionales
(Norris et al., 1976; Williams, 1987; Murray, 1986, Cozzolino
etal., 2000, Xiccatto et al., 1999). EI NIRS es una técnica
rapida, no destructiva ni contaminante, de gran exactitud
siempre que se sigan los procedimientos adecuados para
crear las ecuaciones de calibracion (Alomar, 1998, Givens
y Deaville, 1999). En los tlltimos afios se han desarrollado
numerosas aplicaciones NIRS para evaluar la composicion,
el procesamiento y certificacion de la calidad de alimentos
tanto para la alimentacion humana como para la alimenta-
cion animal (Alomar, 1998, Xiccatto, ef al., 1999, Givens 'y
Deaville, 1999, Deaville y Flinn, 2001). El método utiliza la
region del infrarrojo cercano de longitudes de onda entre
los 700 y 2500 nanémetros (nm) del espectro electromag-
nético (Alomar, 1998; Murray, 1996; Deaville y Flinn, 2001).
Este método se basa en que, cuando la luz (energia) incide
sobre una muestra, una parte de los fotones se transmite a
través de la misma, siendo el resto absorbida. La absor-
cion de energia por la muestra produce que los enlaces
entre Carbono e Hidrogeno (C-H), Oxigeno e Hidrégeno
(O-H) y Nitrégeno e Hidrogeno (N-H); principales consti-
tuyentes de la estructura basica de las sustancias organi-
cas; vibren en distintas formas (Givens y Deaville, 1999).
La interaccion de la energia con la materia obedece a la ley
de Beer-Lambert, que establece que la absorbancia a cual-
quier longitud de onda es proporcional al nimero o con-
centracion de moléculas absorbentes presentes en el ca-

mino recorrido por la radiacion (Alomar 1998; Cozzolino,
1998).

Esto determina que para un material de naturaleza qui-
mica heterogénea el espectro obtenido en la region del
infrarrojo cercano sea una combinacion de bandas de ab-
sorciones parciales sobrepuestas o muy cercanas, que
suelen confundirse en una linea suavizada, en que se en-
cuentran picos, valles y curvaturas en forma de hombro
(Alomar, 1998; Deaville y Flinn, 2001). Al desarrollar una
calibracion NIRS, se relaciona mediante un algoritmo la
informacion espectral (Optica) con la informacion de la
composicion fisico-quimica (método de referencia) a tra-
vés de la aplicacion de modelos estadisticos como son la
regresion multiple, los componentes principales y los cua-
drados minimos parciales. El objetivo principal de este tra-
bajo fue explorar el uso de la espectroscopia de reflectancia
en el infrarrojo cercano (NIRS) en el analisis cuantitativo y
cualitativo de alimentos para animales. Los objetivos es-
pecificos fueron 1) desarrollar y evaluar ecuaciones de
calibracion NIRS para los parametros de calidad en alimen-
tos para animales (proteina, materia seca, ceniza, fibra aci-
dayneutra) y 2) evaluar el uso del NIRS para la identifica-
cion de la presencia de harinas de origen animal (harina de
pescado y de carne y hueso) en harinas de origen vegetal
(harina de soja).

MATERIALES Y METODOS

Analisis cuantitativo — caracterizacion
quimica

Cuatrocientas muestras de alimentos para animales cons-
tituidas por raciones (n: 150), suplementos proteicos ani-
males (n: 60), suplementos proteicos vegetales (n: 50), su-
plementos energéticos (n: 40) y granos (n: 100) fueron uti-
lizadas (Cuadro 1). Las muestras fueron molidas al ingre-
sar al laboratorio con malla de 4 - 6 mm y posteriormente
con malla de I mm con un molino tipo Wiley (Arthur H.
Thomas, USA) y analizadas quimicamente en el laborato-
rio de Nutricion Animal de INIA La Estanzuela (Colonia -
Uruguay).

Las muestras fueron cuantificadas para materia seca
(MS) (estufa a 105°C x 16 horas), ceniza (incineracion de
muestra a 500°C x 6 horas) y proteina cruda (PC) utilizando
el método Kjeldhal, con sulfato de cobre y selenio como
catalizadores, segiin procedimientos convencionales es-
tablecidos (AOAC, 1990). Fibra detergente acida (FDA) y
fibra detergente neutra (FDN) fueron analizadas segun téc-
nica de Goering y Van Soest (1970). Para el caso de FDN,
se procedié con modificaciones con el agregado de una
enzima amilolitica (alfa—amilasa) (Catalogo SIGMA N° A
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Cuadro 1. Numero de muestras (N) de cada uno de los
alimentos utilizados en la construccion de las
calibraciones.

Alimento N
Maiz, grano 25
Trigo, grano 25
Cebada, grano 25
Sorgo, grano 25
Racion ganado de leche” 80
Racion ganado de carne' 30
Premezclas 40
Harina de soja 6
Afrechillo de trigo 20
Afrechillo de arroz 20
Harina de carne y hueso (40/45; 25
45/50)
Harina de pescado 25
Harina de sangre 10
Gluten meal 26
Gluten feed 4
Semitin de trigo 10

“incluye distintas vacas en ordefie, lactancia temprana, etc.
i incluye raciones de engorde, destete, terneros.

5426) (Mertens, 1992), dado la presencia de alimentos con
alto contenido de almidon. Los analisis quimicos fueron
expresados en base materia seca. Las muestras al ingresar
al laboratorio fueron identificadas y colocadas en recipien-
tes de plastico con tapa, para su posterior procesamiento.
Los recipientes utilizados no impiden el ingreso de hume-
dad a la muestra durante el procesamiento y posterior ana-
lisis (quimica, NIRS). Las muestras de raciones y suple-
mentos fueron analizadas (secas y molidas) en el rango de
longitud de onda de 400 - 2500 nm en un instrumento

monocromador NIRS 6500 (NIRSystems, Silver Spring, MD,
USA) en una cubeta circular de 50 mm de diametro y 2 mm
de espesor. Los datos de reflectancia se guardaron como
el logaritmo (1/R) (donde R =reflectancia) a 2 nm de inter-
valo (1050 datos por muestra). La luz difusa reflejada (R)
por la muestra es registrada, en detectores de sulfuro de
plomo, amplificada, digitalizada, transformada en log 1/R
(donde R=reflectancia) y enviada a una computadora para
su almacenamiento y procesamiento. En forma paralela a la
sefial digital de luz reflejada, la computadora recibe una
sefial que representa la longitud de onda utilizada, de modo
que cada valor de reflectancia almacenada, le corresponde
una longitud de onda. El conjunto de valores de diferentes
longitudes de onda para una muestra, constituye su es-
pectro que representa la “huella dactilar” o “espectro” ti-
pico o representativo de la muestra. Se desarrollaron las
ecuaciones de calibracion y prediccion usando el método
estadistico de los cuadrados minimos parciales modifica-
dos (MPLS) (Shenk y Westerhaus, 1993). La expresion
matematica de las ecuaciones de regresion se detalla a
continuacion:

Donde:
Y representa el parametro quimico o caracteristica (protei-
na cruda, fibra 4cida); b, es la ordenada en el origen, b, ab_
los coeficientes de regresion, x, ax_las longitudes de onda.
La validacion cruzada fue utilizada para evitar el sobre ajuste
de los modelos (NIRS 2, 1995) y se aplico correccion de los
espectros mediante el procedimiento de SNV (normal
estandar) (Barnes ef al., 1989). El programa utilizado (ISI
3.01) realiza la construccion de los modelos de calibracion
con el 66 por ciento de las muestras, siendo el 33 por cien-
to restante, utilizado para validar el modelo. Este proceso
se repite cuatro veces. El tratamiento matematico aplicado
a los espectros fue (1,4,4); donde el primer nimero indica
el orden de la primera derivada (uno es la primera derivada
del logaritmo 1/R), el segundo numero es la amplitud o
distancia entre los segmentos a sustraer; el tercer nimero
es la longitud del segmento a ser suavizado. Las estadisti-
cas de la calibracion calculadas incluyen el error estandar
de la calibracion (SEC), el coeficiente de determinacion en
la calibracion (R?), el error estandar de la validacion cruza-
da (SECV) y el coeficiente de determinacion en la valida-
cion cruzada (R ) (Shenk y Westerhaus, 1993). Las
ecuaciones de calibracion fueron seleccionadas sobre la
base de minimizar el error estandar de la validacion cruza-
da (SECV) y/o el error estandar de la calibracion (SEC). El
programa utilizado para la coleccion de los espectros, ma-
nipulacion de la informacion y construccion de las
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ecuaciones es el Infrasoft International (ISI 3.01) (Shenk y
Westerhaus, 1993). El error estandar de la calibracion (SEC)
y el de la validacion cruzada (SECV) son calculados por el
programa (ISI 3,01) mediante la formula:

SEC/V : [& (Quim — NIRS)? / (n—t—1)] *

Donde:
Quim es el valor del método de referencia; NIRS: valor de
prediccion NIRS; n: nimero de muestras en la calibracion,
t: nimero de términos del modelo de calibracion (Shenk y
Westerhaus, 1993). SEC: error estandar de la calibracion;
SECV: error estandar de la calibracion cruzada.

Analisis cualitativo

Muestras de harina de carne (HC) (n: 40), harina de
pescado (HP) (n. 25) y harina de soja (HS) (n: 25), prove-
nientes de establecimientos comerciales fueron utilizadas.
Mezclas binarias entre harina de carne y harina de pesca-
do; harina de carne y harina de soja y harina de pescado y
harina de soja (e.g. HC + HP) respectivamente, fueron crea-
das artificialmente mezclando en base peso/peso 100%,
90%, 80%, 70%, 60% y 50% de cada harina (e.g. 10% hari-
na de carne + 90% harina de pescado; 20% harina de carne
+ 80% harina de pescado). Aproximadamente 5 a 10 g de
muestra fueron analizadas en un instrumento NIRS 6500
(NIRSystems, Silver Spring, USA) en reflectancia en el ran-
20 400 —2500 nm visible (VIS) e infrarrojo cercano (NIR))
en una cubeta circular de 50 mm de diametro y 2 mm de
profundidad (NIRS2, 1995). La informacion fue procesada

y analizada usando el programa ISI 3.01 (Infrasoft
International, USA). El desarrollo de las ecuaciones y tra-
tamiento de espectros fueron similares a los utilizados en
la seccion de analisis cuantitativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis cuantitativo

El Cuadro 2 presenta los resultados obtenidos para las
calibraciones NIRS de las muestras de alimentos analiza-
das. De mayor a menor los coeficientes de determinacion
en calibracion R? se ubican en 0,98 para PC, 0,93 para FDA,
0,92 para C, 0,90 para MS y 0,80 para FDN. Los resultados
son similares con los reportados por otros autores De
Boever et al. (1995), Aufrere et al. (1996), Xiccatto et al.
(1999). Si bien las ecuaciones muestran aceptables R? de
calibracion (mayor a 0,80) en todos los parametros, las
predicciones NIRS son consideradas buenas para PC, FDA
y C. Las calibraciones para MS son consideradas bajas. El
contenido de humedad residual de la muestra varia consi-
derablemente con el tiempo de conservacion en el labora-
torio (envase utilizado), tiempo transcurrido entre el anali-
sis y la lectura NIRS, que pueden explicar los bajos R? en
calibracion y altos SECV. Del mismo modo, el método de
analisis utilizado (estufa 105°C) no es recomendado por la
bibliografia internacional existente, para la determinacion
de humedad de la muestra, cuando se utiliza como método
de referencia para la construccion de ecuaciones de cali-
bracion NIRS. La humedad de la muestra es la principal

Cuadro 2. Calibraciones NIRS para los parametros quimicos en muestras de alimentos en

porcentaje materia seca.

n Media SD R’ SECV SECV/SD T

MS 385 89,6 2,1 0,90 0,82 0,39 7

PC 375 18,7 8,5 0,98 1,3 0,15 12

FDA 290 11,6 4,7 0,93 1,4 0,29 7

FDN 215 33,1 9,5 0,80 53 0,55 4
C 310 6,7 3,0 0,92 1,03 0,34

MS: materia seca, PC: proteina cruda, FDA, fibra detergente acido, FDN, fibra detergente neutro, C: cenizas,
SECV: error estandar en la calibracion cruzada, T: Numero de PLS términos usados para construir las ecuaciones
de calibracion, n: Numero de muestras en la ecuacién de calibracion.
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fuente de error cuando se realiza la coleccion de los espec-
tros. Distintos autores comprobaron que la liofilizacion o
titulacion (método quimico Karl Fischer) son mejores para
ser usados como método de referencia en la determinacion
de humedad con la técnica NIRS (Shenk y Westerhaus,
1993; Murray 1993). El poder de prediccion de NIRS decre-
ce con el aumento de la complejidad del parametro analiza-
do o estructuras quimicas de naturaleza no organica, como
es el caso de la FDN y cenizas. En la region del infrarrojo es
dificil determinar complejas entidades como son la FDN,
ya que el método se basa en la lectura de los enlaces que
se asocian con estructuras quimicas o entidades arbitra-
rias como es la fraccion fibra.

Los datos espectrales obtenidos por el NIRS represen-
tan con mayor exactitud la estructura quimica (enlaces C-
H, H-0O, C=0, H-O-H) real de la muestra, que a estructuras
definidas por la quimica humeda como la fraccion fibra,
que no corresponden a entidades moleculares definidas
(Abrams et al., 1987) sino a determinaciones empiricas que
por tanto no permiten definir los reales grupos quimicos
involucrados (Barnes y Marten, 1979; Alomar, 1998). Para
el caso de las cenizas, es de destacar que las sustancias
inorganicas y los minerales no poseen absorcion en la re-
gion del infrarrojo. Sin embargo, los minerales y otros ele-
mentos inorganicos pueden estar asociar a la estructura
organica bajo la forma de 6xidos, quelatos u otros comple-
jos, que indirectamente pueden ser estimados por el NIRS.
Larelacion entre la prediccion NIRS y los datos obtenidos
por quimica himeda para PC y FDA se presentan en las
Figuras 1 y 2, respectivamente. Una forma de evaluar las
ecuaciones NIRS con relacidn a su precision y exactitud
es a través de la relacion entre el desvio estandar del ana-
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Figura 1. Relacion entre la prediccion NIRS y los analisis
de quimica himeda para proteina cruda.

lisis quimico y el error estandar de la validacion cruzada
(SECV/SD). Si esta relacion es mayor a 0,33 las ecuaciones
resultan en un bajo poder de prediccion (Murray, 1993). En
este trabajo la relacion (SECV/SD) para los parametros ana-
lizados fue 0,15 para PC, 0,29 para FDA, 0,33 para C, 0,38
para MS y 0,55 para FDN. Se observa que PC y FDA po-
seen un alto poder de prediccion de los valores de la qui-
mica himeda.

Analisis cualitativo

La Figura 3 presenta el promedio de los espectros de las
muestras analizadas en el rango del espectro visible (VIS)
e infrarrojo (NIR) para harina de soja (a); harina de carne
(b) y harina de pescado (¢). En la region del espectro visi-
ble no se observan absorciones para las muestras de hari-
na de pescado y de carne. En el caso de las muestras de
soja aparecen absorciones a 500 y 660 nm, que correspon-
den a la absorcion de pigmentos vegetales como la cloro-
filaay b (Strayer, 1995).

Los espectros muestran prominentes absorciones a 1200
nm, 1400 nm y 1940 nm que corresponden con la absorcion
de grupos OH (asociado con el contenido de humedad de
la muestra) (Murray, 1986; Cozzolino, 1998). La absorcion
en la zona de los 1730 a 1750 nm corresponde con la absor-
cion de los enlaces CH, asociados a lipidos y acidos grasos
(Murray, 1986, Cozzolino, 1998). Absorciones entre 2100 y
2400 nm corresponden a la absorcion de los enlaces CH y
combinaciones (Murray, 1986). Las absorciones a longitu-
des de onda de 1730 a 1750 nm permiten diferenciar entre
las harinas de carne y pescado, dado la diferente absor-
cion de los acidos grasos saturados e insaturados en la
region del infrarrojo, caracteristicos de cada harina. El Cua-

60

NIRS (%

0 10 20 30 40 50 60
Quimica (%)

Figura 2. Relacion entre la prediccion NIRS y los analisis
de quimica htimeda para fibra detergente acido.
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Figura 3. Espectros visible y NIRS de muestras de a) harina de soja; b) harina de carne y

¢) harina de pescado.

dro 3 presenta los resultados de las calibraciones NIRS
para la prediccion de presencia de contaminacion en las
distintas mezclas. Los coeficientes de determinacion en
calibracién R? y los SECV son 0,99 (1,8), 0,99 (0,2) y 0,99
(2,3) para harina de carne, harina de pescado y harina de
soja, respectivamente. Figuras 4 y 5 presentan la relacion
entre los datos de prediccion NIRS y los datos reales de
las mezclas. Resultados similares fueron reportados por
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Figura 4. Relacion entre la prediccion NIRS y los valores
reales para mezclas binarias de harina de carne y harina de

soja.
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Murray et al., (2001), donde utilizaron mezclas de harinas
de pescado y harina de carne. El uso del NIRS se proyecta
al analisis cualitativo, que permite diferenciar sustancias
parecidas pero con diferentes grupos funcionales a través
del analisis de discriminantes (Downey, 1994). Esto permi-
te analizar rapidamente muestras por una o mas caracteris-
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Figura 5. Relacion entre la prediccion NIRS y los valores

reales para mezclas binarias de harina de pescado y harina
de carne.
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ticas y poder verificar los positivos o negativos mediante
la utilizacion de métodos o técnicas especificas.

CONCLUSIONES

La aplicacion del NIRS permite a la industria y a los
laboratorios de evaluacion de alimentos analizar en pocos
segundos distintos parametros de calidad de alimentos
para animales. En el presente trabajo buenas calibraciones
se obtuvieron para PC, FDA y cenizas.

Este trabajo demuestra que la facil coleccion de espec-
tros a través del NIRS permite actuar como primera linea de
defensa contra contaminantes de harinas de origen ani-
mal. Con la aplicacion del NIRS se pueden realizar analisis
cualitativos y cuantitativos en el mismo momento sobre la
muestra. Esto permitiria a la industria alimenticia y labora-
torios de control de alimentos realizar analisis mas caros
en muestras con mayor seguridad de estar contaminadas.
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