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1.- INTRODUCCION

Durante el XII Curso de Especializacion FEDNA, realizamos una revision del
estado del conocimiento cientifico relativo a la tecnologia NIRS y de sus aplicaciones en
Alimentacién y Produccion Animal (Garrido et al. 1996). Concluiamos exponiendo lo que
denomindbamos “Servicio Integral en Alimentacion Animal apoyado en la Tecnologia
NIRS”. Desde entonces, diferentes Universidades, Centros de I + D y, lo que es mas
relevante, numerosas empresas ligadas al sector agro-ganadero dentro y fuera de nuestro
pais, han continuando realizando esfuerzos de consolidacion de esta tecnologia, se definia
entonces como un “potente multisensor para apoyar al control de calidad agroalimentario
en general y al de la alimentacion animal en particular”.

El presente articulo trata de mostrar algunos ejemplos que nos ayuden a entender
los avances registrados en los ultimos diez afios, en la aplicacion de la tecnologia NIRS en
el area de la Produccion Animal, con particular énfasis en la industria de la alimentacion
animal. En la mayoria de los casos, y con en el animo de poder profundizar en algunos
aspectos metodoldgicos de interés, mostraremos informacion generada en nuestro propio
grupo de investigacion, en colaboracion con empresas del sector de la alimentacion animal
y/o con otros grupos de investigacion nacionales e internacionales.

2.- AVANCES EN LA FORMA DE ANALISIS DE PRODUCTOS SOLIDOS:
ANALISIS DE PRODUCTO INTACTO

La teoria de la reflectancia difusa, sobre la que reposa el conocimiento cientifico de
la tecnologia NIRS, nos indica que, para el cumplimiento de la ley de Beer-Lambert, que
en su forma mas simple establece que la concentracion de un determinado absorbente
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(analito) es directamente proporcional a la absorbancia, es absolutamente imprescindible el
mantener un paso optico constante, por diferentes razones, pero sobre todo para tratar de
minimizar los fenémenos de radiacion dispersa (“scatter”), fendmenos estos que en
principio modifican el “paso optico efectivo” (Birth and Hetch, 1987). Un prerequisito
para el mantenimiento de dicho paso Optico constante es el del someter las muestras a una
molienda fina y homogénea, de ahi que la bibliografia NIRS recoja numerosos trabajos que
concluyen acerca de la idoneidad de utilizar molinos de tipo cicloénico y tamafios de
particula pequefios (I mm) y, sobre todo, la recomendacion de usar el mismo tamafio de
molienda para el desarrollo de calibraciones y para el analisis NIRS de muestras futuras.
La preocupacion por el mantenimiento de un tamaino uniforme de particula y por el
desarrollo de algoritmos de minimizacion de las fuentes de error causadas por diferencias
en el tamafo de las mismas, ha sido una constante en los trabajos NIRS realizados en la
década de los 80 y de los 90. En el caso concreto de los piensos compuestos, un trabajo
muy temprano (Abrams, 1989), resaltaba la importancia de la molienda muy fina, debido a
la gran heterogeneidad de este producto, e incluso apuntaba la necesidad de la aplicacion
de algoritmos de regresion no lineales para la obtencidon de ecuaciones con una adecuada
capacidad predictiva.

A finales de los 90 aparecen en el mercado instrumentos NIRS dotados de modulos
de andlisis y capsulas que utilizan ventanas Opticas de gran superficie y que permiten el
analisis de producto intacto (Wetzel, 2001). Ademas, algunos fabricantes disefian modelos
de instrumentacion que son versiones simplificadas de los monocromadores de uso mas
generalizado a nivel de investigacion y que solo estan dotados de detectores de reflexion lo
que, como veremos, ha afectado al problema que comentamos.

Como ha sido habitual en el desarrollo de la tecnologia NIRS la aplicacion, de
nuevo, se adelantaba al conocimiento cientifico. Los suministradores de instrumentos
comenzaron a ofertar a los fabricantes de piensos una versidon mas economica de la
instrumentacidon, que admite diferentes opciones de modos de anélisis (molido e intacto) y,
asimismo, el uso de diferentes tipos de capsulas, sin que existiera evidencia cientifica de
las ventajas y desventajas de cada uno de estos medios de andlisis y si, serias dudas, sobre
la repetibilidad y reproducibilidad del analisis NIRS de productos intactos analizados
mediante reflectancia.

Sin embargo, nuestro conocimiento sobre estas mejoras en instrumentacion y sobre
la existencia de algoritmos de minimizacion del error en la medida espectroscopica, asi
como de correccion de los fendémenos de radiacion dispersa, nos hacia ser optimistas en
cuanto a las posibilidades del analisis de producto intacto en reflexion, y nos animaba a
desarrollar trabajos de I + D en este sentido, convencidos de que, de existir alguna pérdida
de capacidad predictiva de las ecuaciones desarrolladas en producto intacto, en relacion a
las desarrolladas en producto molido, las ventajas obtenidas con el analisis de producto
intacto superarian con creces a las causadas por la pérdida en precision y exactitud, al
permitirnos o agilizar el andlisis y la respuesta, y lo que como nutricionistas consideramos
de mayor importancia, el aumentar la presion de muestreo. Asi, Coleman (1999) indicaba
que la prevencion de problemas nutricionales debido a un desequilibrio en nutrientes,

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003 XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA



AVANCES EN LA UTILIZACION DE LA TECNICA NIRS. 5

requiere un muestreo y andlisis frecuente de materias primas, piensos y mezclas. Para
dicho autor, el método de andlisis no es tan importante (una vez optimizado y validado)
como el obtener una muestra representativa y el tener la posibilidad de analizarla
rapidamente y de forma precisa.

Por todo de ello, desde 1998, y ante la ausencia de informacion cientifica que
comparara ecuaciones desarrolladas en diferentes modos de andlisis para idénticos
colectivos, iniciamos diferentes proyectos de I + D en colaboracion con distintas empresas
de nuestro pais, con el objetivo, entre otros, de evaluar la precision y exactitud de
ecuaciones desarrolladas para producto intacto o molido y diferentes modos de andlisis.
Particularmente, los resultados del Proyecto FEDER 1FD0990-1997 titulado
(“Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) como herramienta para la innovacion
tecnologica de los sistemas de control de calidad de alimentos y productos animales en el
ambito de la CAA”), generaron este tipo de informacidon para numerosas materias primas
(trigo, cebada, maiz, harina de soja, soja full-fat, harina de girasol, palmiste, gluten feed,
salvado, alfalfa, pulpa de remolacha, mandioca y harina de carne) y, asimismo, para
piensos compuestos de diferentes especies (vacuno, porcino, aves ovino, caprino, conejos,
perros, gatos...), estados fisiologicos y formas de presentacion.

El cuadro 1 recoge los estadisticos de wvalidacion cruzada obtenidos para la
prediccion de proteina bruta en diferentes materias primas analizadas en forma molida e
intacta. El cuadro 2 muestra los estadisticos de validacion cruzada para el analisis de
piensos compuestos, también analizados molidos y sin moler. Para el analisis de productos
molidos se ha utilizado tanto una cépsula circular de 11,04 cm?, que gira durante el
analisis(G), como una capsula rectangular (1/4) que posee una superficie de ventana de 26,
22 cm’y que se analiza en modo estatico. En el caso del producto analizado sin moler, se
han obtenido ecuaciones utilizando una capsula denominada “coarse” o de “productos
groseros” (C), con superficie de ventana de 54,12 cm®., y en algunos casos, se ha utilizado
también una capsula de “productos naturales” (N), que posee una superficie de ventana de
94 cm’.

Los resultados mostrados en los cuadros 1 y 2 sugieren multiples comentarios, pero
nos alejarian de nuestro objetivo de mostrar la posibilidad de realizacidon del analisis NIRS
de productos intactos. Por ello, solo resaltaremos como las calibraciones obtenidas tanto en
forma molida como en forma intacta, muestran una capacidad predictiva similar, estimada
por los estadisticos ETVC, *, RPD, RER y CV.
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Cuadro 1.- Estadisticos de calibracion para la prediccion de proteina bruta, en diferentes
materias primas, analizadas en forma intacta y molida.

D;:ﬁ:‘ Presentacion | Media | Rango | DT | ETVC | r* | RPD | RER |CV
Cebada |Molida Giro | 10,94 | 83-14,1 | 093 | 023 |04 | 404 | 2522 | 2,10
N=200 |Molidal/4 | 1041 | 89-13 |097| 031 |090]| 3,13 | 1323 2,98
Intacta (C) | 10,87 | 84-12.4 |0,77| 026 |089| 2,96 | 1538 | 2,39
Trige | MONdaGiro [ TLA2 1941371107202 [0.90] 3,27 [ 19,59 | 193
Noyeg |Molidal/4 | 11,02 | 93122 |062] 022 [088| 282 | 13,18 2,00
Intacta (C) | 1128 | 93-12,5 | 0,63 | 028 |0,80| 2,25 | 11,43 | 2,48
Mai, |MolidaGiro | 737 [ 6192 059 035 [066] 169 | 836 | 475
No100  |Molidal4 | 733 | 6186 |057| 032 |068| 178 | 781 | 437
Intacta (C) 737 | 6392 |057| 037 0,59] 1,55 | 7,85 | 5,01
H.Soja | Molida Giro | 4515 41,6493 | 1,14 [ 0,62 [070 1,84 [ 1246 | 137
N s3ag | Molida1/4 | 4545 | 42,6474 096 | 060 |0.62] 1,61 | 804 | 131
Intacta (C) | 45,16 | 43-47,6 | 0,97 | 0,64 |0,56| 1,51 | 7,20 | 1,42
Soja Full- | Molida Giro | 36,57 | 342392 | 1,11 | 0,74 |0,58| 1,50 | 6,76 | 2,02
Fat  |Molida1/4 | 36,56 | 34,4-39.2 | 1,07 | 0,66 |0,63| 1,62 | 727 | 1,81
N=70 |Intacta(C) | 36,63 | 344-392 | 1,06| 0,66 |06/ 1,60 | 7,23 | 1,81
_ Molida Giro | 40,73 | 34,2-46,6 | 3,47 | 0,69 |0,96| 5,03 | 17,97 | 1,69

Soja (A+B) .

ey |Molida 1/4 | 40,76 | 344-450 | 337 | 070 |0,96| 481 | 1514 | 1,72
Intacta (C) | 40,83 | 34,4-450 | 332 | 063 |096]| 527 | 16,83 | 1,54
Aifalfa | MOlidaGiro | 15,13 [ 88170 [2,04] 0,64 091 3,19 | 1422 [ 423
Noge |Molidal/4 | 1508 | 88179 |20 066 |090| 3,18 | 13,79 | 438
Intacta (C) | 15,03 | 8818 |2,11| 067 |0,90]| 3,17 | 13,79 | 4,44
Molida Giro | 15,09 | 12,1-16,6 | 1,00 | 029 |0,92| 3,45 | 15,52 | 1,92
Salvado |Molida 1/4 | 15,11 | 12,1-17,2 | 1,01 | 0,38 |0,86| 2,66 | 13,42 | 2,51
N=95 |Intacta(C) 151 | 12,1-17,2 | 0,99 | 046 |0,79| 2,15 | 11,06 | 3,05
Intacta (N) | 15,06 | 12,1-17,2 | 1,01 | 043 [0,82] 2,35 | 11,79 | 2,87
Gluten | Molida Giro | 19,47 [ 180211 [0.70 [ 035 [0.74[ 2,00 | 8386 | 1.80
Teq | Molida1/4 | 1944 | 180-21,1 | 0,69 | 041 [0.67] 1,68 | 7.56 | 2,11
Neog |Imacta(C) | 1947 | 178211 [070 | 027 |085| 256 | 12,01 | 141
Intacta (N) | 19,43 | 18,0-21,1 | 0,69 | 036 |0,72| 192 | 856 | 1,86
palmiste | Molida Giro | 1644 [ 150-188 0,98 [ 037 |0.86] 2,65 | 1027 | 2,25
Noay |Molida 4 | 1641 | 150-188 099 | 041 |083] 241 | 927 | 2,50
Intacta (C) | 1641 | 14,5-18,4 | 0,93 | 042 |0,81] 2,23 | 936 | 2,54
Pulpade |Molida Giro | 8,86 | 7,2-11,2 | 099 | 0,42 |0,82] 2,36 | 9,52 | 4,74
Remolacha | Molida 1/4 | 8,86 | 7,2-11,2 | 099 | 042 |0,82| 2,36 | 9,52 | 4,74
N=50 |Intacta(C) 885 | 7.2-112 | 1,00 036 |0,89] 2,77 | 11,02 4,10

DT = Desviacion Tipica; ETVC = Error Tipico de Validacion Cruzada; 12 =

Coeficiente de

determinacion para la Validacion Cruzada; RPD: DT/ETVC; RER = Rango/ETVC; CV=
Coeficiente de Variacion.
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Cuadro 2.- Estadisticos de calibracion NIRS para la prediccion de la composicion quimica en
piensos analizados en forma molida e intacta (N =413 ).

M
Parimetro 0do | \ledia | Ramgo | DT |ETVC| r® |RPD| RER
Analisis

Molido Giro | 10,28 | 6,00-12,80 | 1,35 | 0,57 | 0,82 | 2,38 | 11,97
Humedad |Molido(1/4) | 10,23 | 6,00-12,80 | 1,35 | 0,53 | 0,84 | 2,54 | 12,80
Intacto(C) 10,30 | 6,00-12,90 | 1,39 | 0,49 | 0,87 | 2,82 | 14,02

Molido Giro | 18,19 | 12,20-33,30 | 3,46 | 0,51 | 0,98 | 6,80 | 41,47
Proteina | Molido(1/4) | 18,21 | 12,20-33,30 | 3,42 | 0,50 | 0,98 | 6,90 | 42,53
Intacto(C) 18,22 | 12,20-33,30 | 3,47 | 0,52 | 0,98 | 6,65 | 40,46

Molido Giro | 5,14 1,60-14,90 | 2,32 | 0,54 | 0,95 | 4,26 | 24,44
Grasa Molido(1/4) 5,17 1,60-14,00 | 2,29 | 0,55 | 0,94 | 4,17 | 22,64
Intacto(C) 5,19 2,00-14,90 | 2,41 | 0,55 | 0,95 | 4,39 | 23,49

Molido Giro | 6,65 2,20-18,60 | 3,66 | 0,56 | 0,98 | 6,57 | 29,45
Fibra Molido(1/4) | 6,66 2,30-18,60 | 3,71 | 0,46 | 0,98 | 8,06 | 35,46
Intacto(C) 6,70 1,70-18,60 | 3,79 | 0,54 | 0,98 | 7,03 | 31,35

Molido Giro | 8,06 3,90-14,80 | 1,89 | 0,61 | 0,90 | 3,09 | 17,83
Cenizas Molido(1/4) 8,15 3,90-14,90 | 1,99 | 0,63 | 0,90 | 3,15 | 15,80
Intacto(C) 8,10 3,90-15,30 | 1,92 | 0,75 | 0,85 | 2,55 | 15,16

DT = Desviacion Tipica; ETVC = Error Tipico de Validacion Cruzada; 12 = Coeficiente de
Determinacion para la Validacion Cruzada; RPD: DT/ETVC; RER = Rango/ETVC; CV=
Coeficiente de Variacion.

Los resultados del cuadro 2 confirman la viabilidad del analisis de piensos en forma
intacta, ya que los ETVC, RPD, RER y CV obtenidos para los 5 parametros estudiados,
son similares a los mostrados en producto molido. Las ligeras diferencias que pueden
observarse en algunos casos entre los estadisticos obtenidos para calibraciones de producto
molido e intacto, reflejadas en los cuadros 1y 2, no deberian ser atribuibles en ningtn caso
al modo de analisis, si no mas bien al hecho de que, al no tratarse de ecuaciones que
pudiéramos denominar robustas, cada uno de los modelos puede mostrar una sensibilidad
diferente ante uno o varios datos espectroscopicos o quimicos anémalos. De hecho y como
indican Naes et al (2001), es necesario entender que los modelos de regresion NIRS son
dependientes del colectivo de datos espectroscopicos utilizados y esto se agrava
especialmente cuando los colectivos de calibracion contienen un niimero reducido de
muestras de caracteristicas extremas. Como se observa en el cuadro 1, los valores maximos
y minimos del rango proteina bruta no permanecen idénticos para un mismo producto la
forma intacta, las muestras con valores superiores a 12,4 de proteina bruta fueron
catalogadas como andmalas, lo que no ocurri6 en el médulo de giro o solo parcialmente en
la capsula de Ya.

En el cuadro 3 se recogen estadisticos de calibracion obtenidos para el mismo
producto (trigo) analizado en instrumentos similares, si bien utilizando muestras
procedentes de diferentes laboratorios de referencia y con una cobertura del rango
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diferente. En ella se nos muestra que, mientras los laboratorios 1 y 2 obtienen unos valores
del ETVC para las calibraciones de trigo intacto, que son inferiores a los obtenidos por el
laboratorio 5, en ecuaciones desarrolladas para producto molido, en los laboratorios 3 y 4
se alcanzan valores del ETVC de una magnitud muy superior al de los laboratorios 1 y 2.
Este ejemplo nos ayuda a confirmar que mas importante que el modo de andlisis NIRS es
el error derivado del método analitico de referencia y de las las caracteristicas de cobertura
del rango del colectivo de calibracion, que puedan haber existido en cada caso.

Cuadro 3.- Comparacion de la capacidad predictiva de ecuaciones NIRS para el analisis de la
proteina bruta de trigo.

Laboratorio | Modo Analisis Rango ETVC r’
Laboratorio 1 Intacto 9,3-12,5 0,28 0,80
Laboratorio 2 Intacto 9,3-14,1 0,28 0,92
Laboratorio 3 Intacto 8,0-15,9 0,53 0,90
Laboratorio 4 Intacto 8,0-15,6 0,47 0,87
Laboratorio 5 Molido (G) 8,0-15,5 0,28 0,93

Molido(1/4) 8,0-16,1 0,33 0,92

Brimmer y Hall (2001) indican que la mayor dificultad para medir el espectro de
copos o pellets, es la derivada de la no uniformidad de la muestra, en relacion a los
productos pulverulentos. Esta no homogeneidad de dichas formas fisicas de presentacion
de muestra produce grandes variaciones en la linea base. Los autores recomiendan, como
una de las aproximaciones para la mejora de la reproducibilidad de productos pelletizados
el recoger el espectro NIRS de dichos productos usando una gran superficie de analisis
(60 cm? 0 mas).

Las calibraciones mostradas en el cuadro 2, fueron obtenidas utilizando piensos
muy diferentes, tanto por la especie animal (vacuno, ovino, caprino, aves, cerdos, perros,
conejos) como por la forma de presentacion (granulos y pellets de diferente tamafio,
piensos en harina, y piensos extrusionados). El cuadro 4 muestra los estadisticos de
calibracion para ecuaciones de prediccion de proteina bruta y grasa bruta de cinco piensos
utilizados para cinco especies animales diferentes. Como se observa en dicha tabla, cuando
el colectivo de muestras es suficientemente elevado y las caracteristicas de las muestras
permiten cubrir de forma homogénea la variabilidad de piensos de cada especie, es posible
obtener una mejora de la capacidad predictiva en comparacion con la observada cuando se
utiliza una ecuacion de calibracion unica para todas las especies. En cualquier caso,
nuestro objetivo de mostrar la posibilidad del andlisis de piensos intactos, queda puesto de
manifiesto, tanto para el caso de utilizar un colectivo tnico (cuadro 2), como en el caso de
utilizar colectivos diferentes para cada especie (cuadro 4).
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Cuadro 4.- Estadisticos de calibracion NIRS de ecuaciones de pienso (intacto), para diferentes
especies animales (Maasweide Laboratory Services, com pers.)

2

Especie | Parametro | n° muestras Rango ETVC r
Vacuno Proteina 3008 10,75-45,80 0,56 0,99
Grasa 2124 1,6-8,2 0,28 0,90
Porcino Proteina 2736 4,90-37,05 0,59 0,99
Grasa 2147 1,4-14,1 0,44 0,94
Ponedoras | Proteina 445 14,1-21,5 0,72 0,96
Grasa 258 2,4-11,8 0,41 0,96
Broilers Proteina 1195 15,7-33.3 0,52 0,94
Grasa 1391 2,6-15,3 0,43 0,97
Caballos Proteina 143 9,0-15,8 0,28 0,98
Grasa 117 1,97-8,05 0,29 0,94

El andlisis de producto intacto no solo ha resultado util par la prediccion de los
parametros analiticos del Sistema Weende de un producto sino, asimismo, para la
prediccion de su valor nutritivo. Hemos seleccionado un ejemplo, entre otros posibles, que
nos ayuda a reflexionar sobre un aspecto conceptual de importancia para la aplicacion al
maximo potencial de la tecnologia NIRS en el sector de la alimentacion animal, como es el
desarrollo de ecuaciones de calibracion para la prediccion del wvalor nutritivo
(digestibilidad, valor energético, ingestion, etc). Para ello es preciso la colaboracion de
diferentes grupos que aporten datos de evaluacion “in vivo” de cada producto en niimero
suficientemente elevado, como para que dichas ecuaciones puedan ser lo suficientemente
robustas, para permitir su uso generalizado en la industria de la alimentacion animal. Sin
embargo, paralelamente, dicho desarrollo necesita también de un trabajo de investigacion
basico NIRS, de forma tal, que en un futuro cercano, pudiéramos obviar la dependencia
que la tecnologia NIRS tiene de la existencia de un elevado nimero de muestras.

Un ejemplo de los esfuerzos realizados en este sentido lo tenemos en el trabajo
realizado por Van Barneveld et al (1999), quienes mostraban como el uso del algoritmo
denominado “variables indicadoras” permite aprovechar el potencial de varios centros de
investigacion, para aunar resultados de ensayos “in vivo” de determinacion de la Energia
Digestible de granos de cereales. Como se deduce claramente de los datos expuestos en el
cuadro 5, el uso de “variables indicadoras” para corregir las diferencias existentes, entre
los laboratorios que aportan los datos in vivo, produce una marcada reduccién en el valor
del ETVC, tanto en el caso de ecuaciones desarrolladas para granos molidos, como en
enteros. En el caso del producto intacto, cuando se utiliza el algoritmo “variables
indicadoras”, el ETVC obtenido 0,38 (Mj/kg) es ligeramente superior al de la estima “in
vivo” de la Energia Digestible (ETL = 0,24 Mj/kg) derivada de la variabilidad entre las

réplicas de animales.
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Cuadro 5.- Estadisticos de calibracion para la prediccion de la energia digestible en cerdos
(ED) de granos de cereal enteros y molidos (Van Barneveld et al., 1999).

Muestra r’ ETVC (Mj/kg)
Entero 0,76 0,52
Entero (V.L.) 0,87 0,38
Molida 0,72 0,60
Molida (V.1.) 0,86 0,43

V.I. = Variables indicadoras

La informacion acumulada en la década de los 90 ha permitido mostrar la
posibilidad del uso en otros instrumentos de ecuaciones desarrolladas para producto
molido en un determinado equipo, siempre y cuando se utilice un algoritmo adecuado y se
sigan protocolos de clonacion adecuadamente validados. El procedimiento desarrollado
por Shenk y colaboradores (Sheik, 1990, Sheik y Westerhaus 1995), fue puesto a punto
para el rango de absorbancias que cubren los productos bajos en humedad y molidos, esto
es 0,05 a 0,70 log 1/R. Era necesario por tanto el desarrollar procedimientos de clonacion
para productos cuyos valores de absorbancia no estuvieran comprendidos en dicho rango.
Tal es el caso de los forrajes frescos, las materias primas, los piensos analizados en forma
intacta, y los productos liquidos o semiliquidos como las grasas, leche, etc (Garrido et al,
1999).

El cuadro 6 muestra que es posible transferir calibraciones desarrolladas en
ensilados analizados en fresco, utilizando como muestras de referencia muestras de
ensilado frescas. La transferencia es posible, incluso entre instrumentos de fabricantes
diferentes. La metodologia puesta a punto por Park et al. (1999), en el sentido de usar para
la transferencia muestras similares a las obtenidas para la obtencion de calibraciones, ha
sido evaluada también en diferentes granos y piensos en el marco de un proyecto de I + D,
entre nuestro grupo de investigacion y las empresas NUTEGA y GEPISA, Asimismo,
Martinez et al (2003) durante el Congreso NIR-2003 celebrado en Cordoba, mostraban los
resultados de la transferencia de calibraciones de ensilado de maiz fresco, desde el equipo
FOSS-NIRsystems 6500 del SERIDA de Villaviciosa al equipo FOSS-NIRSystems 5000,
de la empresa NUTEGA.

Sin embargo, es ain necesario desarrollar trabajos basicos de investigacion para
optimizar el proceso de transferencia de espectros de muestras analizadas en forma intacta.
Por una parte evaluando nuevos algoritmos de estandarizacion que se han ido
desarrollando en los ultimos afios y/o evaluando nuevos algoritmos de regresion disefiados
para eliminar o minimizar la influencia de diferentes fuentes de variacion (ej.
instrumentales). En el momento actual, se encuentran en evaluacion, diferentes estrategias
de transferencia de ecuaciones para la prediccion de ingredientes en piensos compuestos
analizados en forma intacta (Pérez Marin et al., 2003, d.n.p). Se trata no solo de facilitar el
proceso de transferencia, si no asimismo de utilizar un procedimiento que sea
generalizable a la transferencia de ecuaciones desarrolladas en el mayor numero de
productos y atributos a predecir, a nivel de fabricas de piensos.
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Cuadro 6.- Valores medios predichos NIRS (master vs satélite) para 33 muestras de ensilado

fresco antes y después de la clonacién (Park et al., 1999).

) Master Satélite antes | Satélite después
Variable
FNS-6500 B&L 1A 500 B&L 1A 500

MS (gr/kg) 240,06 218,15 236,97

ph 4,19 3,95 4,26

N> (gr/ kg) 4,95 7,48 491

NDF (gr/ kg) 130,20 80,51 128,24
ADF (gr/ kg) 82,08 34,44 80,11
MODMS (gr/ kg) 658,50 794,50 656,10

Ing (gr/ kg' P*7) 77,51 94,55 76,45

3.- AVANCES EN EL TIPO DE PRODUCTOS A ANALIZAR: ANALISIS DE
PRODUCTOS LiQUIDOS Y SEMILiQUIDOS

Diferentes ingredientes liquidos, tales como las grasas y las melazas, se utilizan en
la actualidad en una proporcion considerable en la fabricacion de piensos,
fundamentalmente como fuentes energéticas, pero asimismo por aportar otras
caracteristicas de interés tecnoldgico y nutritivo. Ambos productos poseen numerosos
aspectos en comun no solo desde el punto de vista de su utilizaciéon en piensos, si no
también en la necesidad de su control analitico. El hecho de que dichos ingredientes
simples procedan de la transformacion agro-industrial de un producto principal puede
hacer que su composicion sea muy variable. Los cuadros 7 y 8 confirman la importante
variabilidad de ambos ingredientes, en condiciones reales.

Dicha variabilidad provoca la necesidad de realizar un control analitico que es
recomendable que incluya al menos las determinaciones de humedad y azucares en el caso
de las melazas, y las determinaciones de MIU, acidez oleica, acidos grasos libres y acidos
grasos saturados e insaturados en el caso de las grasas (Boucqué y Fines, 1988; Edmunds,
1990; Mateos et al., 1996, Alvarez, et al., 2000, 2002). Asimismo, su naturaleza liquida
hace que tengan una mayor dificultad desde el punto de vista analitico, tanto por el propio
manejo a nivel de laboratorio, como por requerir de andlisis mas sofisticados, lentos y
costosos que los tradicionalmente utilizados en el andlisis de ingredientes solidos (Garrido
et al., 2003). Ello hace que el control de calidad de estas interesantes materias primas sea,
en muchos casos, reducido y/o que no se determinen pardmetros analiticos de interés
nutricional (ej. acidos grasos).
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Cuadro 7.- Caracterizacion quimica de melazas y estadisticos de calibracion

Media | Rango DT |ETVC| 1 RPD | RER
Humedad " 23,06 | 19,3-28,6 | 2,10 1,69 0,42 1,2 5,5
Humedad® 22,40 | 18,5-28,1 | 1,81 0,34 0,96 53 28,23
Proteina 837 | 3,9-10,3 | 2,64 | 0,14 | 0,99 19,1 45,7
Cenizas 10,61 | 8,0-13,8 | 1,47 | 0,60 | 084 2,5 9,7
CINa 2,17 | 1,16-4,03 | 1,11 0,05 0,99 | 209 57,4
Azcares T. 48.48 | 43,9-539 | 2.83 1,04 | 086 2,7 10,0

(1) Método Referencia: Balanza Infrarrojo; (2 Método Referencia: estufa (arena de mar)

Cuadro 8.- Caracterizacion quimica de grasas animales y estadisticos de calibracién NIRS

Media Rango DT |ETVC r’ RPD | RER
Humedad 0,44 0,07-2,10 0,42 | 0,14 0,88 2,9 14,0
Acidez (% oleico) 7,22 0,65-11,40 | 1,90 | 0,83 0,82 2.3 13,0
RIE 0,32 0,01-0,69 0,16 | 0,13 0,31 1,2 5,1
Insaponificable 1,45 0,18-5,80 1,23 0,45 0,87 2,7 12,5
MIU* 2,26 1,04-7,59 1,60 | 0,38 0,94 | 421 | 17,33
Laurico 0,11 0,06-0,13 0,02 | 0,009 | 0,67 1,7 7,8
Miristico 1,95 0,11-3,01 0,75 | 0,13 0,97 5,7 22,1
Palmitico 21,72 | 7,16-25,89 | 5,47 | 0,76 0,98 7,1 24,5
Palmitoleico 2,27 0,09-3,34 0,86 | 0,33 0,86 2,6 10,0
Estearico 13,65 | 4,05-20,38 | 4,60 | 0,74 0,98 6,2 22,2
Oleico 37,73 | 24,59-45,55 | 3,43 | 0,97 0,92 3,5 21,7
Linoleico 13,55 | 3,82-55,95 | 14,56 | 0,65 0,99 | 22,5 | 804
Margérico 0,67 0,05-1,13 0,28 | 0,06 0,96 4,8 18,6
Margaroleico 0,42 0,19-0,58 0,08 | 0,039 | 0,77 2,1 10,0
Araquidico 0,19 0,14-0,43 0,07 | 0,024 | 0,86 2,7 12,1
Behénico 0,21 0,01-0,72 0,21 | 0,035 | 0,97 6,1 20,3

*MIU:humedad+ impurezas + insaponificable

En lo que respecta al analisis NIRS, ambos ingredientes presentan una
problematica muy similar. El andlisis espectroscopico tradicional de liquidos y
semiliquidos se realiza utilizando cubetas de transmision. En el caso de la espectroscopia
NIRS, dicho modo de andlisis representa una importante dificultad para el proceso de
llenado y limpieza, debido a lo reducido del paso Optico a utilizar a fin de mantener la
linealidad entre absorbancia y la concentracion (Shenk et al., 1995). Otro aspecto que
dificulta el anlisis de liquidos y semiliquidos es la influencia que la temperatura tiene en
la sefial espectroscopica (Williams, 2001). Ello es especialmente importante en el caso de
grasas, ya que el estado fisico de las mismas depende de su punto de fusion, o en
definitiva, de su composicion en acidos grasos.

Estos y otros factores nos llevaron en su dia al inicio de trabajos de profundizacion
en la optimizacion del analisis NIRS de grasas y aceites utilizando entre otros el modo de
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analisis conocido como de Doble Transmisién. La experiencia adquirida en nuestro
trabajo de investigacion de grasa de cerdo ibérico y aceite de oliva (Garrido et al., 2000)
nos permitié posteriormente abordar en el marco del Proyecto FEDER anteriormente
mencionado, una colaboraciéon con la empresa SAPROGAL (Garrido et al., 2001), para la
realizacion de sendos estudios de viabilidad que nos permitieran: a) evaluar la capacidad
predictiva de las ecuaciones desarrolladas para la prediccion de los parametros analiticos
de mayor interés nutricional y / o de mayor uso en las transacciones comerciales de ambos
ingredientes liquidos b) detectar las fuentes de error que afectan al analisis NIRS de
grasa y melazas y c) estudiar estrategias de eliminacién y o minimizacion de dichas fuentes
de error.

Con respecto a las melazas (cuadro 7) las calibraciones obtenidas para la prediccion
de proteina bruta (ETVC=0,14%; r2=O,99) y CINa (ETVC=0,05%; r2=O,99) presentan una
excelente precision y exactitud. Para la determinacion de azucares y cenizas, los modelos
obtenidos explican respectivamente el 86% y el 84% de la variabilidad existente dentro del
colectivo muestral empleado, si bien en ambos casos el ratio RPD no alcanza el valor de 3
recomendable por Williams y Sobering (1996) para el analisis de rutina, por lo que es de
esperar que los estadisticos mejoren al aumentar el nimero de muestras. En cualquier caso,
dicha ecuacion presenta una posibilidad real de analizar de forma rdpida y precisa los
azlcares totales, de gran interés para la caracterizacion de las melazas, parametro que
presenta elevados errores interlaboratorio (Gillespie, 2000).

La ecuacion NIRS desarrollada para la determinacion de humedad presenta una
baja capacidad predictiva (ETVC=1,69%, r’=0,42). Esto podria ser debido a que el método
de referencia utilizado para obtencion de la humedad (balanza de infrarrojo), es un método
indirecto que conlleva a su vez una calibracion previa no libre de errores. De hecho,
cuando la humedad se determina mediante desecacion en estufa usando arena de mar, la
calibracion presenta una alta precision y exactitud

El cuadro 8 recoge los estadisticos de caracterizacion quimica y los de calibracion
NIRS para las grasas estudiadas. Un comentario inicial seria el observar que la tecnologia
NIRS es capaz de estimar simultineamente un importante nimero de parametros de
calidad en grasas utilizadas en alimentacion animal. De todos los parametros analiticos
estudiados, unicamente el residuo insoluble en éter (RIE) presenta una baja correlacion
(1*=0,31) con los datos espectroscopicos. Ello no es de extrafiar si se tiene en cuenta que el
RIE no es una entidad quimica definida (Bisplinghoff, 1993) y presenta un alto nivel de
error intra e interlaboratorio (algo similar curre con el Indice de Peroxidos, cuyos
resultados no se muestran en el cuadro). En la practica del control y comercio de grasas se
utiliza el pardmetro denominado MIU, que engloba los valores del RIE junto con la
humedad e impurezas (Mateos et al., 1996). Como se observa en la Tabla 8, la ecuacion
para la prediccion de MIU presenta una excelente precision y exactitud (ETVC=0,38%,
1’=0,94). Asimismo, la ecuacién NIRS obtenida para la prediccion de humedad asegura un
control analitico preciso de este pardmetro (ETVC=0,14%, r2=0,88), lo que es importante
debido a que la misma acelera las reacciones de oxidacion.
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Un método poco utilizado en los controles de grasas para la alimentacion animal es
el del oxigeno activo (AOCS Method Cd 12-57) o su version automatica (RANCIMAT),
que informa sobre la estabilidad en horas de una grasa o aceite. Una ecuacion NIRS
desarrollada por Garrido et al (2000) para la prediccion de la Estabilidad Oxidativa en
aceite de oliva, usando como referencia el método automatizado RANCIMAT, presentaba
una elevada capacidad predictiva ( r* = 0.95, ETVC =9.10 y RPD = 10.8). La prediccién
de la estabilidad oxidativa utilizando una ecuacion NIRS como la indicada, proporcionaria
una informacion mas precisa y fiable sobre el estatus y potencial oxidativo de una grasa
animal, que métodos mas usuales y menos precisos como el Indice de Perdxidos (Garrido
et al., 2003).

De todos los criterios utiles para la valoracion energética y nutricional de la grasas,
el conocimiento preciso del porcentaje de 4cidos grasos y/o de la relacion
saturados/insaturados juega un papel importante (Bisplinghoff, 1993, Mateos et al., 1996,
Garrido et al., 2003). En la practica, el elevado coste del analisis de 4cidos grasos) provoca
el que se recurra a la determinacion del indice de iodo como dato informativo del grado de
insaturacion de una grasa.

Nuestros resultados (cuadro 8) indican que la tecnologia NIRS tiene una precision
y exactitud elevada para la prediccion de los acidos grasos mayoritarios, tales como el
palmitico, estearico, oleico y linoléico, aunque algo inferior a la alcanzada anteriormente
en nuestros trabajos de grasa fundida de cerdo ibérico utilizando un modo de analisis
similar (Garcia et al., 2001 y Pérez et al., 2001). El mayor grado de impurezas presentes en
las grasas animales y su mayor diversidad, junto con el reducido nimero de muestras que
aun presentan estas calibraciones, permitirian explicar las diferencias en precision y
exactitud. Por otra parte, observamos también que la tecnologia NIRS permite predecir con
una excelente o aceptable prediccion otros acidos grasos minoritarios. Con respecto al
analisis NIRS en rutina de los ingredientes liquidos y semiliquidos, mediante doble
transmision, se ha detectado la influencia, de la existencia de factores de variacion
incontrolados, que producen predicciones erroneas no esperadas. Nuestra experiencia
adquirida en el anélisis de grasas de cerdo ibérico, nos permite concluir, que el analisis de
productos liquidos o semiliquidos utilizando doble transmision, precisa de elementos
metodologicos vitales para el desarrollo de ecuaciones de calibracion robustas, insensibles
a las fuentes de variacion conocidas y desconocidas. En concreto, es esencial que el uso de
lo que se denominan “ficheros de repetibilidad”, utilizados durante el desarrollo de
calibraciones, para posibilitar el uso en rutina de ecuaciones de grasa y asimismo para la
transferencia de las mismas (Pérez et al., 2002).

El cuadro 9 muestra los efectos del fichero de repetibilidad sobre la prediccion del
acido palmitico. En ella se observa que, cuando no se usa fichero de repetibilidad, la
prediccion resulta inviable; sin embargo, cuando se utiliza fichero de repetibilidad los
sesgos se reducen de forma importante. El ensayo pone de manifiesto asimismo la
existencia de una capsula defectuosa (la n® 4), lo que es de gran importancia para reducir
algunos de los factores de variacion incontrolados a los que haciamos referencia, asi como
para el control de este tipo de accesorios que tienen un alto coste de adquisicion.
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Cuadro 9.- Efecto del uso de un fichero de repetibilidad sobre los valores predichos NIRS de
acido palmitico (C16:0) correspondiente a dos muestras de grasa analizadas en cinco capsulas
diferentes de doble transmision, de 0,1 mm de paso optico (Garrido et al., 2001).

C16:0, (%)
LAB NIR sin (Lab-NIR) sin NIR con (Lab-NIR) con
Capsula fichero de fichero de fichero de fichero de
(CG) | repetibilidad | repetibilidad | repetibilidad | repetibilidad
C-1 22,6 24,5 -1,9 22,7 -0,1
C-2 22,6 249 -2,3 22,8 -0,2
C-3 22,6 23,8 -1,2 223 0,3
C-4 22,6 33,0 -10,4 25,2 -2,6
C-5 22,6 25,0 -2,4 22,6 0,0
C-1 243 26,3 -2,0 24,0 0,3
C-2 243 25,9 -1,6 23,9 0,4
C-3 243 24,2 0,2 23,5 0,8
C-4 243 33,3 -9,0 26,2 -1,9
C-5 243 25,1 -0,8 24,0 0,3

En la revision sobre las aplicaciones de la tecnologia NIRS al control de calidad de
grasa y aceites, Garrido et al. (2003) concluyen, que la Espectroscopia NIR ha mostrado su
potencial para reemplazar a los métodos tradicionales para el analisis del perfil completo
de 4cidos grasos y de mas de otros veinte parametros fisico-quimico y sensoriales.
Asimismo, indican que, en gran parte, los esfuerzos de muchos investigadores, a nivel
mundial, se han visto frustrados por problemas inaceptables de rutina relacionados con el
instrumento y o las cépsulas, y que es necesaria la realizacion de trabajos de I + D,
orientados a disminuir la sensibilidad de las ecuaciones de grasas, a estas fuentes de error
no controladas.

4- LA TECNOLOGIA NIRS Y EL CUMPLIMIENTO DE NORMATIVAS
RELATIVAS A LA TRAZABILIDAD Y A LA SEGURIDAD ALIMENTARIA

El conocimiento del espectro y de sus propiedades, junto con el avance en los
algoritmos de tratamiento multivariante de datos espectrales, hacen posible la aplicacion de
la tecnologia NIRS para un aspecto de gran importancia en el comercio ¢ industria de la
alimentacion animal, como es el de la declaracion de ingredientes en mezclas y piensos y
la deteccion de mezclas fraudulentas. Sin embargo, el abordar de forma completa el
desarrollo de una metodologia NIRS para la identificacion y cuantificacion de ingredientes
en mezclas es un problema complejo, que exige un disefio experimental cuidadoso para la
creacion de librerias espectrales de muestras “auténticas”, lo que sin duda alguna requiere
una colaboracion de la industria y/ o, asimismo, de las autoridades responsables de las
inspecciones oficiales (Garrido, et al., 1996).
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Conscientes de lo anterior, desde 1998 y en el marco de diferentes proyectos de
investigacion, el Departamento de Produccion Animal, de la ETSIAM de la Universidad
de Cordoba, viene colaborando con diferentes empresas nacionales e internacionales del
sector de la Alimentacion Animal, para mostrar las posibilidades de la tecnologia NIRS
para dar respuestas a normativas presentes y futuras relativas a la declaracion de
ingredientes en pienso y/o mezclas. El objetivo era el de realizar una investigacion de tipo
pre-normativo, que nos permitiera poder apoyar o rechazar cientificamente, normativas
relativas a trazabilidad de alimentos animales.

De hecho, cuando en el afio 2000 se hace publica la Directiva del Parlamento
Europeo y del Consejo 2000/0015 (COD) que indicaba la obligatoriedad de declaracion del
porcentaje de ingredientes de piensos, en orden decreciente de su inclusion en los mismos,
y asimismo en Diciembre del 2000 se publica la Decision del Consejo 2000/766/EC, que
prohibe el uso de harinas de carne y hueso en la alimentaciéon de todos los animales
destinados a produccién, ya se encontraba en marcha el proyecto FEDER que hemos
mencionado anteriormente, el cual contemplaba entre sus objetivos, el mostrar las
posibilidades de la tecnologia NIRS para la declaracion de ingredientes en piensos. Se
disponia entonces de una biblioteca de datos espectrales de piensos analizados intactos,
para los cuales se conocia el porcentaje de ingredientes en cada una de las férmulas de
dichos piensos. Por ello y atn a pesar de ser conscientes de que un trabajo de obtencion
de modelos predictivos robustos para cada ingrediente, en una matriz tan compleja como
son los piensos, precisaba ser abordado con librerias espectrales de miles de muestras, en
principio realizamos un estudio de viabilidad, utilizando un total de 287 piensos analizados
en forma intacta. Los resultados de dicho estudio se resumen en el cuadro 10.

Un analisis sintético de la los datos del cuadro 10 nos permite resaltar la excelente
capacidad predictiva (r>>0,9; RPD>3) de las calibraciones obtenidas para la determinacion
del porcentaje de alfalfa, girasol, gluten, remolacha, palmiste, harina de ave, harina de
carne total (%harina de carne + %harina de ave) y suero. Otras ecuaciones que presentan
una buena capacidad predictiva (r2 > 0,7) son las desarrolladas para soja, maiz, melaza,
grasa y altramuz. Las calibraciones obtenidas para determinar el porcentaje de cebada,
mandioca, salvado, arroz, harina de carne y hueso, harina de pescado, carbonato calcico,
cloruro aménico y sal muestran una aceptable capacidad predictiva (0,5 < 1> < 0,7).
Finalmente, la calibracion de trigo permitiria al menos clasificar las muestras en bajo, alto
y medio contenido en dicho ingrediente.

Los resultados obtenidos en este estudio de viabilidad nos mostraban que el analisis
NIRS del porcentaje de ingredientes era posible y que este andlisis podia realizarse en
muestras intactas, si bien nos informaba de la necesidad de continuar los trabajos de 1+ D
que nos permitieran mejorar la capacidad predictiva de nuestros modelos. En el presente
curso FEDNA, se presenta un trabajo (Pérez Marin, d.n.p) que muestra la significativa
mejora alcanzada en la capacidad predictiva de las ecuaciones para la prediccion del
porcentaje de ingredientes en piensos, cuando se utiliza la denominada “regresion local”,
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basada en el concepto de prediccion individual de muestras, a partir de espectros
especificos de bibliotecas espectrales de gran tamafio.

Cuadro 10.- Estadisticos de calibracion para la prediccion del porcentaje de ingredientes en
piensos (N = 287) (Garrido et al., 2001).

Ingrediente ETVC | R®* | RPD Ingrediente |ETVC| r* | RPD
% Trigo 8,20 0,43 1,32 %Palmiste 0,75 | 0,95 | 441
%~Cebada 8,93 0,57 | 1,52 %H. Carne 1,65 | 0,61 1,59
%Cb+Tri 8,36 0,81 | 2,28 %H. Ave 1,82 | 0,89 | 2,99
%Sojad4 4,08 0,83 | 2,43 %Total Carne 0,88 | 0,98 | 8,16
%Maiz 5,37 0,87 | 2,76 %Melaza 1,17 | 0,76 | 2,06
%Alfalfa 1,44 0,94 | 3,92 %Grasa 0,61 | 0,89 | 2,93
%Mandioca 4,01 0,51 1,43 %H. Pescado 0,35 | 0,68 1,77
%Salvado 4,99 0,66 | 1,71 %Suero 0,13 | 094 | 4,38
%Girasol 1,60 0,95 | 4,67 %Altramuz 2,13 | 0,77 | 2,06
%Gluten 2,42 0,93 | 3,74 %CO;Ca 0,70 | 0,67 | 1,74
%Arroz 1,95 0,53 | 1,47 %CINH4 0,04 | 0,78 | 2,50
%Remolacha 0,25 0,90 | 3,24 %Sal 0,09 | 0,52 | 1,44

Préximamente (6/11/03) entra en vigor la Directiva 2002/2/EC, que obliga a la
utilizacion en el etiquetado de la llamada “declaracion abierta”. Los resultados hasta aqui
obtenidos nos permiten, como era nuestro deseo, disponer de unos resultados que hacen
posible la aplicacion de la tecnologia NIRS para el cumplimento de dicha Directiva.

Independientemente de los aspectos cuantitativos, en muchos casos es crucial el
detectar la presencia o ausencia de determinados ingredientes. En el caso particular de la
deteccion de harinas de carne en piensos. La Figura 1 muestra como el andlisis discriminante
PLS permite reconocer los piensos que contienen harina de carne de aquellos que no lo
contienen (Pérez- Marin et al, 2003, d. n. p). Esta estrategia seria asimismo muy util, para el
soporte analitico necesario para el establecimiento de una Lista Positiva de Ingredientes.

Otros problemas de autentificacion sobre los que desde hace dos afios venimos
trabajando en el marco de diferentes proyectos de I + D, son los relativos a la deteccion de la
especie animal, tanto en harinas de carne (de la Haba et al., 2003) como en grasas animales
(Bautista et al., 2003), Nuestro objetivo, de nuevo, era el adelantarnos a futuras normativas
relativas a la prohibicion del uso especifico de determinados subproductos de origen animal.
Una vez mas en el transcurso de nuestro trabajo, la Directiva CE N° 1774/2002, relativa a los
subproductos de origen animal, la cual entre otros, que establece la obligatoriedad de evitar la
utilizacion de un subproducto de origen animal de una determinada especie, para la
produccion de alimentos de su misma especie, ha puesto en evidencia la importancia de lo
que se denomina investigacion pre-normativa.
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Figura 1.- Analisis Discriminante (PLS) para la deteccion de piensos adulterados con harina de
carne (Pérez Marin et al., 2002 d.n.p)

0,
2.500 7% HC
m 0%
0,
2.000 - * 2%
®4%
1.500 59
. Ko7
\- 06%
1.000
AT-11%
=12-15%
0.500 -
0 16-20%
+>20%
0.000
0 50 100 150 200 250 300
2 = Adulterado; 1 = Libre N° Muestras .

Los resultados preliminares obtenidos en esta linea de investigacion, han resultado
muy esperanzadores. Sin embargo, somos concientes de la necesidad de trabajar de forma
intensa y en colaboracion con la industria en el desarrollo de bibliotecas espectrales de un
elevado numero de muestras y, asimismo, en la profundizacion en el uso e interpretacion de
algoritmos de analisis multivariante de clasificacion y o autentificacion.

5.- AVANCES EN LA CONEXION CON OTROS SENSORES: MICROSCOPIA
NIR, NIR-IMAGEN

A lo largo de estos ultimos afios hemos puesto de manifiesto nuestro
convencimiento, acerca de la necesidad de conexion de la tecnologia NIRS con otros
sensores, a fin de avanzar en el control de los numerosos factores que afectan el proceso
productivo a nivel de la explotacion agro-ganadera. Entre los sensores que presentan un
mayor futuro, como complementarios de la espectroscopia NIR, se encuentran todos
aquellos relacionados con la imagen, ya sea de la proveniente de un microscopio o de una
camara. En el primer caso, hablariamos de Microscopia-NIRS y en el segundo de Imagen-
NIRS. La primera de ellas comenz6 a desarrollarse en aplicaciones de reconocimiento de
ingredientes en aplicaciones farmacéuticas, pero se ha extendido a otros campos donde la
identificacion de ingredientes es igualmente importante. En el caso concreto de la
Alimentacion Animal. Piraux y Dardenne (2000) realizan un estudio de viabilidad para la
deteccion y cuantificacion de harinas de carne en piensos utilizando un microscopio
acoplado a un equipo FT-NIR de Perrkin Elmer. El sistema permite la obtencion de
espectros de muestras extremadamente pequenas (5 p x 5 p). El microscopio incluye una
camara y un sistema de vision que magnifica la imagen de la muestra a observar, se
posiciona sobre la particula de interés, a la cual se le obtiene su espectro FT-NIR. Tras los
resultados preliminares obtenidos por Piraux y Dardenne (2000), este trabajo estd siendo
ampliado en el marco del Proyecto (STRATFEED GRD1-2000-25002), que tiene como
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principal objetivo el desarrollo de protocolos de validacion de PCR, NIRS y microscopia-
NIRS para la identificacién y cuantificacion de harinas de carne en piensos. Los
resultados hasta aqui obtenidos muestran que la microscopia FT-NIR permite detectar la
presencia de harina de carne y hueso, a niveles de inclusion tan bajos como el 0,5 %, pero
que si pretendemos detectar un nivel del 0,1%, el numero de particulas necesarias a
analizar, precisaria de un tiempo de analisis superior a tres dias, lo que hace al andlisis
impracticable desde el punto de vista del control rutinario. Por ello, en el marco del
proyecto mencionado se trata de minimizar el tiempo de analisis, mediante diferentes
estrategias (Baeten et al., 2003).

Bertrand (2000) indica que el desarrollo de sistemas de vision artificial capaces de
registrar secuencias de imagenes en el infrarrojo cercano, es un campo de investigacion en
pleno crecimiento. Lo que podriamos denominar “NIRS- Imagen”, combina tecnologia de
la imagen convencional con espectroscopia y a veces radiometria y produce imagenes que
contienen informacidon “espacial” (imagen) y espectral (NIRS). Si entendemos que la
distribucion espacial de los ingredientes de productos complejos, posee una gran influencia
sobre las propiedades fisico-quimicas de dichos productos, parece logico pensar que la
combinacion de la espectroscopia con sistemas de visualizacion espacial, podria afadir
nuevas dimensiones a la aproximacion NIRS clasica.

Durante la 11* Conferencia Internacional de Espectroscopia NIR, celebrada
recientemente en Cordoba, el Dr. Chen, del Instrumentation and Sensing Laboratory del
USDA de Beltsville-MD, resaltaba que, entre las ventajas que aporta el acoplamiento de
ambas tecnologias, se encuentran las de la posibilidad de incrementar nuestra capacidad
para identificar materiales y, asimismo, detectar caracteristicas muy sutiles en una
particula/muestra (Chen, 2003). En la tltima década, el desarrollo de la tecnologia NIRS-
imagen, ha estado limitado por numerosos factores, tales como la incapacidad de las
camaras ordinarias para cubrir todo el rango espectral NIRS, los niveles de ruido elevados,
la necesidad de uso de ordenadores de gran capacidad de computacion, etc. En el momento
actual, la mayor parte de los problemas han sido resueltos y la combinacion NIRS-Imagen
permite obtener un espectro NIR por cada “pixel”, creando una imagen tridimensional que
posibilita explorar la interdependencia de informacion espectral y espacial de una muestra.
Los sistemas actuales de NIRS-Imagen permiten obtener iméagenes tridimensionales de
cientos o miles de particulas simultdneamente y como indican Koehler, et al., (2003), el
desarrollo de la tecnologia NIRS-imagen serd de gran utilidad para todos los aspectos
relacionados con identificacion y autentificacion de alimentos y productos animales

Asimismo, el desarrollo futuro de micro camaras-NIRS ofrecera una herramienta
cientifica de gran importancia para profundizar en numerosos aspectos digestivos y
metabolicos.

Otra aplicacion de la tecnologia NIRS-imagen que pensamos tendrd un gran
desarrollo en los proximos afios, es el del uso de la informacion espectroscopica NIRS
obtenida en equipos de laboratorio y/o portétiles combinada con la obtenida de imagenes
satélite. También durante la 11* Conferencia Internacional de Espectroscopia NIR, Foley
et al (2003) ponian de manifiesto la imposibilidad del estudio de grandes territorios con
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una aproximacion quimica cldsica. Durante afios, su equipo de la Universidad de Canberra
ha utilizado la tecnologia NIRS para predecir la concentracion de nutrientes y
antinutrientes de Eucaliptus consumidos por koalas y otros marsupiales. Sin embargo, el
entendimiento de los habitos alimentarios de estos animales y, por tanto, su distribucion
geografica a lo largo del territorio australiano, exige un cambio de escala a nivel de
superficie de muestreo del material vegetal consumido y este cambio de escala no parece
posible teniendo en cuenta que la aproximacion analitica clasica conllevaria un enorme
tiempo, derivado de recogida de muestras, molienda, obtencion de datos espectroscopicos,
etc. Por tal razén, Foley y su equipo han iniciado trabajos de investigacion que combinan,
el analisis NIRS de hojas frescas a nivel de laboratorio, el analisis NIRS de hojas obtenidas
con un equipo portatil en campo y el analisis espectral de imagenes de grandes areas de
bosques obtenidas con HYMAP, que recoge datos espectroscopicos de 400 a 2500 nm, con
una resolucién de 3 metros. Con esta aproximacion, han desarrollado ecuaciones para
estimar nitrogeno foliar y el compuesto fenolico xideroxilanal-A, identificado como factor
antinutritivo que limita la ingestion de hojas de Eucalyptus melliodora por koalas y otros
marsupiales.

Trabajos de investigacion realizados en nuestro grupo han intentado avanzar en esta
direccion, para caracterizar sistemas de Dehesa (Gonzalez, 2002). Para ello, se han recogido
espectros de muestras intactas de suelo, arboles y pastos e imagenes Landsat-5 T, lo que ha
permitido cuantificar el grado de cobertura y estado de la vegetacion de grandes zonas de
Dehesa.

Pensamos que la generalizacién del uso de la tecnologia NIRS, combinada con
informacion procedente de sensores remotos, cada vez de mayor resolucién y nimero de
bandas, contribuird en los proximos anos al estudio de los habitos alimentarios de rebafios en
pastoreo y a una mejor caracterizacion de los sistemas agro-silvo pastorales.

6.- AVANCES EN LA IMPLANTACION DE SERVICIOS ANALITICOS NIRS:
ALGUNOS EJEMPLOS

En la ultima década se han consolidado algunos de los Servicios Analiticos basados
en la tecnologia NIRS que ya menciondbamos en 1996, y se han creado otros muchos,
tanto a nivel publico como privado. A continuacién resumimos algunos ejemplos de tales
Servicios Analiticos.

Purines, estiércol y compost son subproductos de las explotaciones agro-ganaderas
cuya gestion eficiente es uno de los problemas medio-ambientales de mayor envergadura,
sobre todo en zonas donde dominan los sistemas de producciéon intensiva. Si estos
subproductos se gestionan de forma adecuada su uso como fertilizante, resuelve un
problema importante de contaminacién ambiental, al mismo tiempo que reduce el uso de
fertilizantes inorganicos. Sin embargo, la alta variabilidad en la composicion en nutrientes
de dichos subproductos, dificulta su papel de aporte de nutrientes, a menos, que exista un
conocimiento adecuado de su composiciéon. Varios laboratorios del mundo han
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desarrollado o estan desarrollando ecuaciones de calibracion NIRS, para la prediccion de
la composicidon de purines, estiercol y compost y proporcionan recomendaciones para su
uso en base a dicha composicion (Manley, 2002).

Por otra parte, las necesidades de demostracion a nivel de andlisis de las
caracteristicas de productos (carne, leche, etc) procedente de animales cuya produccion se
encuentra inmersa dentro de alglin sistema nacional o internacional de aseguramiento o
certificacion de la calidad, ha provocado la demanda creciente por parte de productores
individuales y/o sus asociaciones del andlisis rutinario de dichos productos. Algunos
laboratorios ligados a industrias del sector de piensos han extendido su rango de servicios
analiticos tratando de dar un mayor servicio a sus clientes. Un ejemplo de entre los
muchos existentes se resume a continuacion.

Maasweide Laboratory Services, uno de los laboratorios del grupo NUTRECO
situado en Holanda, es un ejemplo de Servicio Analitico basado en la tecnologia NIRS,
que, junto al servicio cldsico de andlisis de ingredientes y materias primas, ha incorporado
también otros servicios analiticos de interés para los productores holandeses, tales como el
analisis de compost y de carne de cerdo (cuadros 11 y 12 ). Ambos productos han sido
introducidos en los controles analiticos de dicho laboratorio, para colaborar con los
productores de porcino en consolidar una imagen de respeto medioambiental, y de
trazabilidad de productos ganaderos. Un ejemplo concreto de lo que imagindbamos
(Garrido et al., 1996) que seria lo que denomindbamos “Servicio Integral en Alimentacion
Animal, basado en la tecnologia NIRS”.

Cuadro 11.- Caracterizacion quimica de compost y estadisticos de calibracion NIRS
(Maasweide Laboratory Services, 2001)

Variable N Rango ETC ETVC r

Humedad 1617 57,4-79,7 0,62 0,65 0,98
Nitrogeno 1314 0,28-1,21 0,03 0,03 0,98
Cenizas 1334 4,36-18,70 0,56 0,58 0,93
FB 960 3,40-11,68 0,34 0,36 0,94
ADF 925 8,80-18,60 0,45 0,49 0,87
NDF 929 8,10-19,30 0,52 0,57 0,87
Ph 1352 5,60-8,80 0,22 0,24 0,91
TVN 1053 0,00-2,88 0,09 0,10 0,98

Cuadro 12.- Caracterizacion quimica de carne de cerdo y estadisticos de calibracion NIRS
(Maasweide Laboratory Services, 2001 )

Variable N Rango ETC ETVC r’
Humedad (%) 148 68,8-77,7 0,25 0,31 0,98
Grasa (%) 150 0,8-9,8 0,24 0,30 0,99

MADRID, 23 y 24 de Octubre de 2003 XIX CURSO DE ESPECIALIZACION FEDNA



22 A. GARRIDO, M.D. PEREZ, J.E. GUERRERO y A. GOMEZ

Desde 1998, Degussa viene proporcionando a sus clientes servicios de analisis
NIRS de determinacién de aminoacidos en materias primas, tales como soja, colza, girasol,
guisantes, harina de pescado, harina de carne y harina de aves. Un ejemplo de las
ecuaciones disponibles se muestra en el cuadro 13.

El tipo de servicio posee dos niveles diferentes. En general. los clientes envian sus
muestras a analizar al laboratorio de Degussa, situado en Hanau-Wolfgang (Alemania). Sin
embargo, a grandes clientes que poseen equipos FOSS-NIRsystems, Degussa les
proporciona las ecuaciones, tras clonacion de sus equipos al master que ha desarrollado las
mismas. Este tipo de servicio solo se presta a clientes seleccionados por el Vice-Presidente
de Ventas en Hanau, ya que Degussa considera esta prestacion como un “servicio muy
especial y valioso” (Fontaine, 2003; comunicacion personal).

Este servicio proporcionado por Degussa a sus clientes y muchos otros, que estan
asimismo proporcionando otras empresas, estan mostrando como la tecnologia NIRS, en
muchos casos, se ha convertido en uno de los argumentos principales de venta.

Cuadro 13.- Prediccion NIRS de aminoacidos en harina de girasol (Fontaine et al., 2002)

Variable Media | CV | Min. | Max. | ETVC | r? R®cp
Proteina bruta 33,5 134 | 250 | 49,0 | 0,948 | 0,96

Metionina 0,73 139 | 0,56 | 0,97 | 0,034 | 0,89 | 0,92
Cistina 0,57 145 | 044 | 0,85 | 0,029 | 0,88 | 0,32
Met+Cis 1,30 13,9 1,00 1,82 | 0,053 | 0,92 | 043
Lisina 1,16 13,8 | 0,84 1,54 | 0,058 | 0,87 | 0,87
Treonina 1,20 128 | 0,92 1,65 | 0,042 | 0,93 | 0,78
Triptofano 0,45 133 | 034 | 0,59 | 0,013 | 096 | 0,73
Arginina 2,69 16,0 1,96 | 425 | 0,108 | 0,94 | 0,91
Isoleucina 1,34 14,5 1,02 | 2,03 | 0,049 | 094 | 0,88
Leucina 2,09 13,6 1,56 | 2,94 | 0,068 | 0,94 | 0,92
Valina 1,64 13,4 1,25 | 2,35 | 0,061 | 0,92 | 0,92

* Numero de muestras, n = 83; triptofano n = 45; b= coeficiente de determinacion de la regresion
lineal entre el Aminoacido y PB

En la actualidad, mas de 1000 ganaderos y nutricionistas especializados en manejo
de animales en pastoreo en los Estados Unidos, usan un Sistema de Ayuda a la Decision
(SAD) denominado NIRS/NUTBAL, gestionado por el Grasland Animal Nutricional
Laboratory (GAN lab), el cual comenz6 a funcionar en 1994, como parte del Servicio de
Extension del grupo de Sistemas de Pastoreo de la Universidad de Texas A &M. Dicho
Sistema (SAD) surge como consecuencia de la importancia que el grupo de Sistemas de
Pastoreo atribuye al conocimiento de la calidad de la racion, para el correcto manejo de los
rebafios, sobre todo para disefiar la complementacion de concentrados mas adecuada. La
base del sistema se fundamenta en la determinacion de los perfiles fecales, que fue
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finalizada en 1991, y en el afio 1994 la investigacion habia progresado hasta tal punto, que
las ecuaciones NIRS desarrolladas se consideraron lo suficientemente robustas, como para
establecer un laboratorio nacional de servicio a los ganaderos (Lyons y Stuh, 1992, Leite y
Stuth, 1995 y Stuth y Lions, 1995).

El software NUTBAL demanda al usuario el aportar informacion sobre el tipo,
clase y raza de animal, para el cual es preciso realizar un plan de manejo alimentario,
caracteristicas de la condicion corporal y de las condiciones ambientales, establecer los
pesos finales deseados y después permite, asimismo, proporcionar los resultados de la
calidad de la racion obtenidos a partir del andlisis de heces. NIRS/NUTBAL produce un
balance nutricional para proteina y energia neta. Si existen deficiencias, el usuario usa
NUTBAL para determinar la cantidad de concentrado de minimo coste que es necesario
complementar para corregir el déficit. Este SAD se encuentra alin en desarrollo y, en
principio, est4d adaptado para bovino, ovino y caprino.

La gestion de redes NIRS de equipos clonados, se ha visto facilitada en los tltimos
afios con los servicios que algunas empresas proporcionan para el andlisis, a través de
diferentes servidores de INTERNET. Un ejemplo de ello lo constituye el Servicio Analitico
proporcionado por el Departamento de Calidad de las Producciones Agricolas del CRA de
Gembloux, dirigido por el Dr. Dardenne. Dicho Departamento utiliza el sistema denominado
RINA (Remote Internet Network Analysis) de Foss-Infrasoft International. Los modelos
predictivos NIRS desarrollados durante afios por el CRA-Gembloux, son almacenados en el
servidor y los clientes autorizados envian espectros via dicho servidor y reciben de forma
instantdnea la prediccion realizada por las ecuaciones de prediccion apropiadas (Dardenne,
2003). Existen otros servicios similares tales como el denominado QTA, Quality Trait
Analysis, muy extendido en Canada para el analisis de acidos grasos en colza (Tseng, 2003),
o NIRNet, que se encuentra en fase de desarrollo por investigadores de la Universidad de
Iowa y de CEMAGREF (Dzupin, et al, 2003)

Parece evidente que este tipo de Servicios proliferard en los proximos afios y que los
propietarios de los mismos, deberdn tener en cuenta caracteriticas del servicio tales como,
velocidad de respuesta de sus servidores, nimero de productos/analitos a predecir, tipos de
instrumentos y modos de andlisis cuyo espectro pueda ser utilizado para la prediccion, y, lo
que es mas importante, que se ofrezcan garantias de fiabilidad de los datos predichos.

6.- CONCLUSIONES

La Espectroscopia en el Infrarrojo Cercano se ha consolidado como una verdadera
disciplina cientifica y en la ultima década ha mostrado su inmenso valor para la industria
de la alimentacion animal. En el futuro podremos comprobar su contribucion cientifica al
entendimiento de los procesos que regulan la utilizacion del alimento por el animal.
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