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Resumo:. A tecnologia NIR com transmissao por arranjo diodo permite que espectros sejam obtidos em amostras
fecais frescas reduzindo do tempo de analise. Entretanto, o alto teor de umidade associado a temperatura no
momento da coleta dos espectros, pode afetar a precisao e acuracia das estimativas. O objetivo com este trabalho foi
avaliar o efeito de quatro temperaturas (5, 10, 15 € 21°C ) das amostras fecais no momento da coleta dos espectros
em equipamentos NIR com tecnologia de transmissdo por arranjo de diodo. As amostras experimentais foram
scaneadas e seu conteudo em matérica pré-seca fecal (MPSF) estimado usando uma equagdo calibrada com
espectros coletados em temperatura ambiente (21°C). Foram avaliadas a precisdo e a acuracia, a distincia de
Mahalanobis e as diferengas espectrais. Somente nas amostras a 21°C o modelo conseguiu predizer adequadamente
os valores de MPSF. Houve dissimilaridade espectral entre amostras a 5 ¢ 10°C em relagéo ao conjunto utilizado no
desenvolvimento da equagdo. A subtracdo espectral demonstrou que as principais alteragdes na absor¢do de
radiagdo infravermelha foram nas regides entre 1.100-1.300nm, 1.300-1.500 e logo apds 1.500nm. Conclui-se que a
reducdo na temperatura da amostra afeta o espectro e reduz a acuracia e precisdo das estimativas quando a equacao
¢ desenvolvida a partir do scaneamento de amostras em temperatura ambiente.
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Effect of sample temperature on fecal analysis using diode array NIR technology

Abstract: The collection of fecal spectra for analysis in near infrared has been conducted using dry and ground
samples. The NIR technology with diode array transmission allows to collect spectra in samples as received in the
laboratory reducing the analyses time. However, the high moisture content associated to temperature in the time of
sample scanning may affect the precision and accuracy of prediction. This work was carried out to evaluate the
effect of three temperatures (5, 10, 15 and 20°C) in the time of spectra collection in diode array transmission NIR
equipment on the precision and accuracy of field DM content (60°C). Equation for field DM was calibrated using
spectra collected at room temperature (21°C) in the same equipment and used to predict field DM of experimental
samples. We evaluated the precision and accuracy, spectral distance (Mahalanobis) and the spectral differences.
The prediction was suitable only on samples scanned at 21°C. Samples scanned at 5 and 10°C showed high spectral
differences than those collected at 15 or 20°C when compared with the calibration spectra. The spectral subtraction
showed that temperature affected the absorption of NIR in regions 1,100-1,300nm, 1,300-1,500 and around the
upper level of 1,500nm. Reducing the temperature affect the spectra and reduce the precision and accuracy of
prediction when the equation is calibrated by room temperature samples.

Keywords: water, fnirs, fecal dry matter, nirs, spectra

Introducao

O aumento do uso de computadores pessoais € o concomitante desenvolvimento de procedimentos de
estatistica multivariada no campo da quimiometria resultaram em um aumento do uso da espectroscopia da
reflectancia do infravermelho préximo (NIRS) aplicada a produgdo animal. Uma das aplicagdes mais interessantes
do NIRS na nutrigdo de ruminantes € o monitoramento nutricional de animais de pastejo através da analise do
espectro das fezes (Lyons e Stuth, 1992). Apesar da coleta de espectros ser realizadas em poucos segundos,
equipamentos que usam a tecnologia de transmissdo monocromatica exigem preparacdo da amostra (secagem ¢
moagem) implicando em tempo e custo.

A mais recente tecnologia de NIR, com transmissdo por arranjo diodo, permite que espectros sejam obtidos
em amostras sem processamento prévio, contribuindo para a reducéo do tempo de analise e de envio de resultados
aos clientes. Entretanto, as amostras fecais frescas de grandes ruminantes podem conter mais de 80% de umidade,
situagdo em que o espectro ¢ consistentemente influenciado pela agua, que absorve fortemente a radiagdo
infravermelha (Biining-Pfaue, 2003). Ademais, tem sido demonstrado na literatura que espectros de amostras com
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alta umidade podem ser alterados em fung¢do da temperatura, bem como influenciar outras moléculas com as quais a
agua estabelece ligagcdes quimicas. Uma vez que as amostras fecais chegam ao laboratorio resfriadas ou congeladas,
o estabelecimento de protocolo para coleta de espectros depende da determinagdo dos efeitos da temperatura no
momento da coleta do espectros sobre a precisao e acuracia das estimativas.

O objetivo com este trabalho foi avaliar o efeito de quatro temperaturas da amostra no momento da coleta
dos espectros de fezes frescas em equipamentos NIR com tecnologia de transmissdo por arranjo diodo.

Material e Métodos

Amostras fecais de bovinos adultos alimentados com dictas completas compostas de feno e concentrado
foram coletadas nas instalagdoes da fazenda experimental da Texas A&M University, em College Station, Texas,
USA, compostas e congeladas a -20°C. A amostra composta foi descongelada e espectros de dez replicatas foram
coletados em duplicata a 5, 10, 15 ¢ 21°C em equipamento NIR com transmissdo por arranjo diodo, Perten
DA7200 (Perten Instruments, Hagersten, Sweden). Apos a ultima coleta, as amostras foram pré-secas em estufa de
ventilagdo forgada por 48 horas a 60°C para obtengdo da matéria pré-seca fecal (MPSF).

Espectros de 149 amostras fecais obtidos de bovinos oriundos de diferentes sistemas de produgdo foram
coletados em temperatura ambiente (21°C), no mesmo equipamento, € uma equacdo para predi¢io da MPSF foi
desenvolvida utilizando o algoritimo dos minimos quadrados parciais (PLS1) por meio do software GRAMS®
(Thermo Scientific, Waltham, MA ,USA). Aos dados foi aplicado como pre-tratamento a corre¢do multiplicativa de
sinal (MSC). A valida¢do do modelo foi realizada por meio do procedimento de validagdo cruzada (CV). Os
pardmetros da equagido calibrada foram: R*= 0,95, RMSD = 0,67, SECV = 0,66, Bias = -0,007.

Para avaliacdo do efeito da temperatura foram comparados os valores preditos e observados por meio do
teste T e correlagdo de Pearson. O viés e o quadrado médio do erro de predi¢do (MSEP) foram determinados
utilizando o sofware Models Evaluation System (Tedeschi, 2006). As avaliacdes de espectros foram feitas por meio
da subtracdo e da determinacao da distdncia de Mahalanobis entre as amostras experimentais e as da calibracao
obtida por meio do software GRAMS® (Thermo Scientific, Waltham, MA ,USA).

Resultados e Discussio

Os valores observados e preditos de MPSF em cada temperatura de coleta dos espectros, com suas
respectivas avaliagdes de acuracia e precisdo, estdo apresentados na Tabela 1. Como as amostras experimentais sao
replicatas de uma amostra composta, os valores observados e seus desvio-padrdes sdo os mesmos para todos os
tratamentos (média de dez determinagdes). A comparacdo das médias preditas ¢ observadas pelo teste T e pela
analise de correlagdo de Pearson demonstraram que somente nas amostras a 21°C o modelo conseguiu predizer
adequadamente o valor de MPSF (Tabela 1). As estimativas de viés e de MSEP confirmam a redugéo na acuracia ¢
precisao do modelo com a diminui¢do da temperatura das amostras.

Tabela 1. Avalia¢ao de acurécia e da precisdo das estimativas de matéria pré-seca fecal (MPSF) em fungdo da
temperatura com seus respectivos valores de viés, quadrado médio do erro da predicdo (MSEP), Teste T e
coeficiente de correlagdo (r) entre valores observados e preditos.

Temperatura Observado Predito Viés MSEP Teste T° r
05°C 1534+0,13 14.27+0.23 1,2642 1,6644 -14,7427 -0,0370™
10°C 1534+ 0,13  14.67+ 0.17 0,8596 0,7750 -16,703" 0,1148"8
15°C 1534+0,13  15.10+0.17 0,4358 0,2663 -3,003" 0,5710°
21°C 1534+ 0,13  15.81 +0.49 -0,2710 0,2288 2,062 0,6582""

*NS- néo significativo (P>0,05), P<0,01, P<0,001

Embora as amostras tenham sido as mesmas, diferencas espectrais significativas foram observadas em
funcdo da temperatura de analise. A avaliacdo de similaridade espectral por meio da distdncia de Mahalanobis
demonstrou significativa diferenca entre os espectros utilizados na calibracdo da equagdo e aqueles das amostras
escaneadas a 5 e 10°C. Por outro lado, a média foi menor que 3,0 para as amostras com espectros coletados a 15 e
21°C (Figura 1 (a)), demonstrando similaridade com os espectros da equago.

A subtragdo entre os espectros das amostras em temperatura ambiente (21°C) e os outros coletados nas
diferentes temperaturas demonstrou que as diferengas estdo concentradas nas regides 1.100-1.300nm, 1.300-1.500 e
logo apds 1.500nm (Figura 1 (b)). Nas duas primeiras regides houve uma reducdo na absor¢do de radiacdo e na
ultima um aumento com a reducfio da temperatura em relagdo as amostras coletadas a 21°C.

Mitsumoto et al. (2000) avaliando amostras de carne bovina nas mesmas temperaturas do presente
trabalho, também observaram grandes diferengas espectrais nas amostras escaneadas a 5 e 10°C. Alteragdes
espectrais na regido entre 1.300-1.700nm também foram identificadas por Iwamoto et al. (1995). Segundo estes
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autores estas mudancas ocorreram em trés distintos picos de absor¢do de NIR pela agua. Estes picos corrrespondem
a diferentes estados: dgua livre, moléculas com um grupo ligado em uma ponte de hidrogénio e moléculas com dois
grupos OH participando na liga¢do de hidrogénio. O pico devido a dgua livre reduziu enquanto que os outros dois
decresceram com a reducdo da temperatura.
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Figura 1. (a) Distancia Mchalanobis entre espectros em fungdo da temperatura e (b) diferencas espectrais entre
as amostras escaneadas em diferentes temperaturas e aquelas em temperatura ambiente

Portanto, a exemplo do que ocorreu nos trabalhos de Iwamoto et al. (1995) e Maeda et al. (1995), com a
diminuicdo na temperatura da amostra houve uma mudanca nos picos de absorcdo de agua, reduzindo na regido da
agua livre (1100-1.500nm) e aumentando na regido logo apds 1.500nm. Estas mudangas parecem estar relacionadas
as alteragdes no estado da agua com a mudanga de temperatura e suas relacdes com outras moléculas proximas,
uma vez que a temperatura influencia as forgas intermoleculares, modificando os espectros vibracionais. Segundo
Biining-Pfaue, (2003) esta ¢ a principal razéo das alteragoes nos espectros de NIR em resposta a mudangas de
temperatura. Como a espectroscopia usa a absorgao pelas ligagdes O-H, C-H e S-H, e a agua tem alta densidade de
pontes de H, alteragdes que afetam a absor¢do de radiacdo pela agua podem afetar todo o espectro. Isto explica a
grande diferenga espectral observada na Figura 1 (a) e a inadequacdo da equacdo calibrada a partir de espectros
coletados em temperatura ambiente para predizer os valores de MPSF de amostras com diferentes temperaturas.

Conclusdes
A reducdo na temperatura da amostra afeta o espectro e reduz a acuricia e precisdo das estimativas,
quando a equagao ¢ desenvolvida a partir de amostras escaneadas em temperatura ambiente. Portanto, a temperatura
deve ser levada em consideragdo na analise de amostras fecais frescas em NIR.
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