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Analises Convencionais vs. NIRS

.| —Precisao

| — Rapidez
- | — Processamento

- — Analise destrutiva

— Uso de reagentes
— Geracao de residuos
— Custo
— Calibracao







O que significa )
o NIRS? )




Terminologia

v NIR = Near Infrared ou
Near Infrared Reflectance

v NIRS = Near Infrared Reflectance
Spectroscopy

Espectroscopia de Refletancia no Infravermelho Proximal

v NIT = Near Infrared Transmittance
v MIR ou MIDIR = Middle Infrared
v FIR = Far Infrared




Fonte de Luz

Transmitancia vs.
Refletancia

Transmitancia (NIT)
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Refletancia (NIR)
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Historico
* 1800 = Registrado o primeiro espectro de NIR (Herschel),

« 1950-1960 = Reconhecido o potencial do NIR para analise
guantitativa (Kaye);

* 1960s = Programa de pesquisa no USDA (Norris) para
analise commodities agricolas com NIR,;

* 1971 = 12 geracao de instrumentos NIR - Refletancia;

« 1975 = 2° geracao de instrumentos NIR - eletronicos mais
estaveis e otica melhorada;



Historico
«1977-1978 = 3% geracao de instrumentos NIR -

microprocessadores, computadores pequenos;

« 1982-1983 = 42 geracao de instrumentos NIR - leituras
monocromaticas;

« 1980s = |Introducao de técnicas de calibracao por
componentes principais;

* 1987 = 5% geracao de instrumentos NIR — transmitancia;

* 1990s = Métodos de calibracao nao-linear — redes neurais
(Neural Network).



Potencial de Utilizacao do NIRS

Alimentacao

Agricultura




Principios da Tecnica - espectros
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Funcionamento do Sistema

A N




Tipos de Refletancia

a - refletancia do compartimento (especular)

b - refletancia da amostra (especular)

c - absorcao e refletancia difusa

d - absorcao total

Fonte: Beeves III (2000).



Absorbancia do NIR

Absorbancia esta, principalmente, relacionada a
ligacoes de Hidrogénio

Grupos funcionais

(moléculas organicas poliatbmicas)

- CH

- OH (QAlcoois)

- NH (amidas)

- CO (aldeidos e cetonas)
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Composto Quimico vs.

Comprimento de Onda

Entidade Quimica Comprimento de Onda (nm)
Comp. Aromaticos, lignina 1143

LigacOes de amido 1496, 1668, 1976
Taninos condensados 1660-1670, 1720-1730, 2100-2200
Ligacoes ester 1772

Agua 1930

Proteina 1960-2180
Ligacoes peptidicas 2140, 2180
Celulose 2088, 2410-2460
Hemicelulose 2380

Amido 2461

Fonte: Dryden (2003)
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Espectros de 203 amostras de capim Marandu

Average Spectrum
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Espectros

FOSS NIRSystem 5000
WIN ISI 11 1.5
1100 a 2498 nm
Log 1/R

PCA







Foss NIRSystem 5000-6500




Foss NIRSystem 5000-6500

(400-1098; 1100-2498 nm)

Detectores (PbS)

A
A

Espelho

Difrator

- Amostra

Lampada




Testes de Padronizacao dos Instrumentos

1°) Diagnostico = corridas semanais para verificar as
especificacoes de fabrica:

- resposta do instrumento a intensidade que o sinal chega
ao detector;

- acuracia do instrumento na definicao do comprimento de
onda;

- repetibilidade do instrumento na leitura da mesma
amostra (ceramica).

2°) Checagem das celulas = corridas diarias



Fatores que afetam os especftros

* Interacao da luz ;
* Umidade ( ) e temperatura;
* Vibracoes ( ) € poeira;

* Preparo da amostra (
) e tamanho de particula;



Derivacao dos Dados Espectrais
(tratamento matematico)
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V, \// 2% derivada = (A-B) — (B-C) ou (A-2B+C)

Fonte: Shenk & Werterhaus (1994).




Calibracao = Processo Quimiomeétrico

épectros

Modelo de Calibracao
(equacao)

Dados de Referén}




Modelos Lineares de Calibracao

* Regressao Linear Simples

* RegressoOes Lineares Multiplas (MLR: Multiple
Linear Regression):

« MSR: Stepwise
* PLS: Partial Least Squares regression
 MPLS: Modified Partial Least Squares regression

* PCR: Principal Components Regression (eigenvalues,
eigenvectors)



Desenvolvimento das equacoes

Regressao dos quadrados minimos parciais
Tratamentos matematicos

* Derivada

« Gap

e Smooth

Correcao para ruido eletronico (MSC)
Efeito de tamanho de particula (SNVD)

Maiores valores de R? e menores SEC



Modelo Comum de Calibracao Multivariada

YZbO -|-b1X1 -I-bzXz +ann

Y € o componente a ser calibrado;
b, € o intercepto;

X;; X, e X, sao as variaveis espectrais independentes,
cada uma combinando com um ou mais valores do
espectro;

b,; b,e b, sao os coeficientes de regressao.



Procedimentos para estruturar a populacao

» Center (distancia de Mahalanobis)
» Select (redundancia entre as amostras)




Estrutura da Populacao

Distancia
Global
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Uso de uma calibracao

Espectro de uma
mostra Desconhecida

\

>t

Calibracao




Atualizacao das Calibracoes

Quando mantemos os outliers, aumentamos o numero de amostras
e aumentamos também o campo de alcance da calibracao



Robustez vs. Acuracia

Aumentando o numero de amostras aumentaremos a
Robustez, mas reduziremos a Acuracia



Robustez vs. Acuracia

 Para reduzir a populacao inclusa na calibracao, cria-se
varios grupos de dados com calibracao diferentes:

« para familias botanicas (gramineas, leguminosas);
« para métodos de conservacao (feno, silagem).
« Cada grupo de dados € muito acurado dentro de sua

propria populacao, mas, provavelmente, teria maiores erros
para amostras fora de sua populacao.



Erro Analitico (% MS)

Numero de Amostras na Calibracao

vs. Custo da Calibracao
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Fonte: NIRS Consortium (2004)




Avaliacao Estatistica da Calibracao

» SD/SE = Standard Deviation/Standard Error

» SEC = Standard Error of Calibration

* SEP = Standard Error of Prediction/Validation

« R? = Coefficient of Determination

« SEV(C) = Standard Error of Cross-Validation

* 1-VR = Coefficient of Determination for Cross-Validation
* Bias

» Slope



Estatisticas da Calibracao do NIRS para os
Teores de IS em Diferentes Alimentos

n Média SD SECV 1-VR
Silagem de milho
MS 105°C 41 93,77 1,60 0,30 0,96
MS 135° C 42 92,04 1,91 0,38 0,96
Feno
MS 105°C 63 93,94 1,44 0,24 0,97
MS 135°C 65 92,43 1,68 0,34 0,95
Silagem pré-secada
MS 105°C 43 93,74 1,26 0,51 0,83
MS 135°C 43 90,87 1,60 0,74 0,79

Berzagui - UW Dairy Forage Center (2002)



Estatisticas da Calibracao do NIRS para PB,
FDA e FDN em Silagens de Milho

SEP Bias SEC R?
PB 1,01 0,01 1,07 0,98
FDA 0,63 0,31 0,57 0,99
FDN 0,90 -0,28 0,90 0,98

Berzagui - UW Dairy Forage Center (2002)



R? da Calibracao do NIRS para os
Teores de PB, FDA e FDN

Norris et al., 1976
Burdick et al., 1981
Marten et al., 1983

Valdez et al., 1985
Petersen, 1986

Brown et al., 1987

PB FDN FDA LDA

0,99 0,98 0,96 0,96

0,99 0,94 0,98 0,96
0,93-0,95 - 0,75-0,92 -
0,97 0,97 0,96 -

Brown & Moore, 1987 0,73-0,98 0,70-0,95 0,92 0,87
Flinn & Murray, 1987 0,83-0,98 0,90-0,96 - -
0,92 0,82 - _

Pires & Prates, 1997 0,96 0,95 0,96 0,90

0,97 0,95 0,97 0,94

Rodrigues, 1998 (1-VR)

Adaptado por Mello (2005)



SEP da Validacao do NIRS para os
Teores de PB, FDA e FDN

Norris et al., 1976

Petersen, 1986

PB FDN FDA LDA
0,74 2,39 1,96 0,80
Burdick et al., 1981 1,01 2,78 1,78 0,54
Marten et al., 1983 0,51 1,40 0,61 0,24
Valdez et al., 1985 0,64-0,87 - 1,44-2,42 -
0,63 1,96 0,75 -
Brown & Moore, 1987 0,14-0,79 0,75-1,21 1,10 0,61
Flinn & Murray, 1987 0,41-1,31 1,34-1,73 - -
Brown et al., 1987 0,73 1,52 - -
Pires & Prates, 1997 0,951 1,06 0,79 0,31
1,16 1,93 1,20 0,63

Rodrigues, 1998 (SEC-V)

Adaptado por Mello (2005)



Estatisticas da Calibracao do NIRS baseadas
em Equacoes Amplas para Silagem de Milho

N®. de Tratam

Analise N Média R? SEC SEV(C) Termos Matem.
MPLS '

Proteina (%) 844 75 0,92 0,32 0,34 13 1,4,4,1
Amido (%) 293 284 0,94 1,83 2,02 9 1,4,4,1
FDN (%) 838 47,0 0,93 1,53 1,60 13 1,4,4,1
DV in vitro (%) 642 80,0 0,82 1,47 1,56 11 1,4,4,1

UW Corn Silage Breeding Program (2004)



PB (%) - NIRS

PB Observada vs. Predita em
Silagens de Milho

> 3 4 5 E T B L ] gl Lk 2

PB (%) - Laboratério
UW Corn Silage Breeding Program (2004)



Amido (%) - NIRS
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Amido Observado vs. Predito em
Silagens de Milho

Amido (%) - Laboratério

UW Corn Silage Breeding Program (2004)



- NIRS

FDN (%)

FDN Observada vs. Predita em
Silagens de Milho

FDN (%) - Laboratério

UW Corn Silage Breeding Program (2004)



DViv Observada vs. Predita em
Silagens de Milho

DIV (%) - Laboratério

UW Corn Silage Breeding Program (2004)



DMO - NIRS

DMO in vivo vs. NIRS em
Gramineas Tropicais
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Calibracao e Validacao das Predicoes
do NIRS para Gramineas Tropicais

Calibracao Validacao
Variavel n Meédia SD

SEC R? SEC-V 1-VR
PB (% MO) 86 10,5 2,28 0,33 0,98 0,50 0,95
FDN (% MO) 87 75,5 2,73 0,96 0,88 1,22 0,80
FDA (% MO) 86 39,6 2,46 0,81 0,89 0,98 0,84
DMO (%) 87 64,0 4,00 2,10 0,72 2,20 0,69
CMO (g/kg PVY:7°) 87 76,2 6,40 4,62 0,61 5,29 0,52

Boval et al. (2004)



Espectros de 203 amostras de capim Marandu

Average Spectrum
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Amostras selecionadas utilizando-se NH O, 6

Average Spectrum
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Amostras utilizadas no processo de validagdo

Average Spectrum
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Valores obtidos no processo de calibracao para predicao de
PB, DIVMS, FDN, FDA em amostras de capim Marandu.

Tratamento
Constituinte  matematico' @ N® Média DP° R? SEC* SECV’ 1-VR®
PB SNVD 2441 68 1236 303 09 0865 08 0918

DIVMS  SNVD 2441 71 6043 1148 064 648 g3 0471
FDN SMSC 1441 70 6011 330 073 171 195 0655
FDA SMSC 1441 60 2949 251 084 099 148 0781

1 SNVD = corregdo p/ tamanho de particula; SMSC = correcao p/ ruido eletrénico;
Tratamento matematico= derivativa, gap, smooth, second smooth.

2n= numero de amostras efetivamente utilizadas para a regressao.

3 DP= Desvio padrao.

4 SEC= erro padrio da calibragao

5 SECV = erro padrao de validacdo cruzada na calibracao.

61-VR = r2 da validacdo cruzada dos dados de calibracéo.



Validacao da equagcao de calibragcdo para predi¢ao de
Proteina Bruta em Capim Marandu
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PB [Actual) Slope: 0.888 RSQ: 0.876
SEP: 1.117 BIAS: 0.029 SEP[C): 1.121




Valida¢do da eguagcao de calibracdo para predi¢do de
DIVMS em Capim Marandu
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73.833 49.134

DIVMS [Actual) Slope: 0,977 R3Q:0.313
SEP: 11.805 BIAL: -3.745 SEP[C): 11.240




Validagdo da equagdo de calibragdo para predigdo de FDN
em Capim Marandu
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Validagdo da equagdo de calibragdo para predigdo de FDN
em Capim Marandu

o
I
-
=2
¥
i
| -
(A
=
[
L

59.446 64.270 69.094

SEP: 1.823 BIAS: 0.324 SEPJC): 1.801




Validagdo da equagdo de calibragdo para predi¢do de FDA
em Capim Marandu

£e)
i
S
=2
¥
I
| -
(A
=L
(]
L

28.002 32.501 36.999

FDA [Actual] Slope: 0.737 R5Q: 0.580
SEP: 1.839 BIAS: 0.396 SEP[C): 1.802




Validagdo da equagdo de calibragdo para predi¢do de FDA
em Capim Marandu
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Qualidade de carne




Qualidade de lacteos




Qualidade de bebidas




C e N no solo




Conclusoes

* A validacao € essencial para demonstrar a habilidade

de predicao de cada constituinte atraves da tecnica
NIRS

* A precisao de uma analise via NIRS esta fortemente
associada a precisao da analise convencional utilizada
como referéncia para calibracao



Consideracoes Finais

A técnica de analise fisica NIRS apresenta grande
potencial como ferramenta analitica na estimativa do valor
nutritivo em alimentos.

As estimativas dos teores de umidade e proteina
apresentam maior acuracia, enquanto as fracoes fibrosas
(FDN e FDA) apresentam acuracia um pouco mais baixa,
todavia, ainda consideradas elevadas



Consideracoes Finais

As estimativas de digestibiidade e consumo
apresentam acuracia menor que as demais, contudo esse
problema pode ser superado aumentando o tamanho da
populacao de calibracao.



Consideracoes Finais

A principal limitacao para o uso do NIRS na estimativa
do valor nutritivo de alimentos € a dificuldade e o custo de
obtencao de um numero de amostras suficientes para
calibracdo e validacao confiaveis, pois, € crucial que a
calibracao represente bem todas as variacoes da populacao
a ser estimada nas analises de rotina laboratorial.



