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Resumo

O conhecimento dos fatores que influenciam a relagdo dinamica entre o animal e a
pastagem, em especial o comportamento alimentar dos animais revela-se fundamental para o
desenvolvimento de estratégias adequadas de gestdo dos herbivoros em pastoreio. Os n-
alcanos e os alcoois de cadeia longa (LCOH) tém sido utilizados como marcadores fecais para
estimar diversos parametros nutricionais. No entanto, as suas analises quimicas sdo morosas €
dispendiosas, existindo, desta forma, a necessidade de se desenvolverem metodologias mais
expeditas para avaliar as concentragdes destes marcadores. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a utilizacdo da tecnologia de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), no intervalo do infravermelho préximo (NIR) e no intervalo do infravermelho
médio (MIR), para a determinacdo da concentracdo em n-alcanos e LCOH em amostras de
distintas espécies vegetais e amostras fecais de herbivoros domésticos. Nesse sentido, foram
registados, através destas técnicas, espectros de 33 amostras de alimentos (Trifolium repens,
Erica spp., Lolium perenne, Ulex gallii, herbaceas, herbaceas do monte e gramineas) e 181
amostras de fezes (bovinos e equinos). De modo a desenvolver calibragfes para a previsao de
concentracdes n-alcanos e LCOH recorreu-se a analise estatistica multivariada. Relativamente
aos modelos desenvolvidos para as amostras vegetais, os melhores resultados foram
observados para as calibracbes com recurso ao NIR. Os melhores coeficientes de
determinacdo de validacdo externa (R?v) obtidos foram de 0,90 e 0,79 para LCOH e n-
alcanos, respetivamente. Para as amostras fecais, no intervalo NIR, os resultados indicam
previsdes na validacdo externa (R?v) similares para as duas espécies (0,64). Pelo contrario, no
intervalo MIR foram observadas diferencas de R?v entre amostras fecais de bovinos (0,70) e
equinos (0,57). Em relacdo aos modelos criados para as fezes de ambas as espécies animais,
observamos uma tendéncia para os LCOH e o0s n-alcanos presentes em maiores
concentracdes, serem 0s marcadores com melhores estimativas. Os resultados obtidos neste
estudo sugerem que a selecao da técnica a utilizar podera depender do tipo de matriz, sendo a
homogeneidade das matrizes um dos fatores mais importantes para o seu sucesso. No sentido
de melhorar a precisdo e robustez dos modelos criados para as estimativas das concentracdes
destes marcadores utilizando estas metodologias, a base de dados (maior variabilidade)

utilizada para as calibrac6es destes modelos tera que ser obrigatoriamente aumentada.

Palavras-chave: Herbivoros domésticos, alcoois de cadeia longa, n-alcanos, espectroscopia de

infravermelho, calibragdes.
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Abstract

Understanding the factors that influence the dynamic relationship between animal and
pasture, especially the grazing behaviour of the animals, is fundamental for the development
of adequate management strategies of grazing herbivores. N-alkanes and long chain alcohols
(LCOH) have been used as faecal markers to estimate various nutritional parameters.
However, their chemical analyses are time-consuming and expensive, making it necessary to
develop more expeditious methodologies to evaluate the concentrations of these markers. The
objective of this work was to evaluate the use of Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) technology in the near infrared (NIR) and mid-infrared (MIR) intervals, for the
determination of the concentration of n-alkanes and LCOH, in samples of different plant
species and faecal samples of domestic herbivores. In this sense, spectra of 33 food samples
(Trifolium repens, Erica spp., Lolium perenne, Ulex gallii, herbaceous, grass herbaceous and
grass) and 181 faecal samples (bovine and equine) were recorded using these techniques. In
order to develop calibrations for the prediction of n-alkane concentrations and LCOH, a
multivariate statistical analysis was used. Regarding the models developed for the plant
samples, the best results were observed for the calibrations using the NIR. The best external
validation determination coefficients (R°v) obtained were 0,90 and 0,79 for LCOH and n-
alkanes, respectively. For faecal samples, in the NIR range, the results indicate similar
external validation predictions (R?v) for both species (0,64). However, in the MIR interval,
differences of R?v were observed between faecal samples of cattle (0,70) and equines (0,57).
Relative to the models developed for faeces of both animal species, it was observed that
LCOH and n-alkanes presented in higher concentrations, were the markers with the best
estimates. The results obtained in this study suggest that the selection of the used technique
may depend on the type of matrix, and the homogeneity of the matrices is one of the most
important factors for its success. In order to improve the accuracy and robustness of the
created models, the database (greater variability) used for the calibrations of these models will
have to be increased for the assessment of the concentrations of these markers using these

methodologies.

Keywords: Domestic herbivores, long chain alcohols, n-alkanes, infrared spectroscopy,

calibrations.
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1. Introducéao

O conhecimento dos fatores que influenciam a relacdo dinamica existente entre o
animal e a pastagem revela-se fundamental para o desenvolvimento de uma estratégia
adequada de gestdo dos herbivoros em regime de pastoreio (Stuth et al., 1995; Rook &
Tallowin, 2003). Estas relacbes sdo especificas para cada comunidade vegetal e espécie
animal sendo que sdo pouco conhecidas para as comunidades vegetais de montanha (Rook et
al., 2004). O comportamento animal (ocupacgdo espacial da pastagem, a selecdo de dieta e a
ingestdo de alimento) constitui-se como o principal mecanismo de influéncia do animal na
pastagem (Hodgson et al., 1991; Celaya et al., 2007), sendo influenciado por variaveis
bidticas (espécie animal, raca, estado fisiologico, idade, experiéncia de pastoreio, mas
também a disponibilidade, valor nutritivo, estrutura e heterogeneidade dos recursos
alimentares), abioticas (relevo, condicbes climatéricas) e maneio (carga animal, tipo de
pastoreio). O conhecimento do comportamento alimentar das diferentes espécies de
herbivoros domésticos, em especial a selecdo de dieta, sob as diferentes comunidades vegetais
é essencial para o desenvolvimento de sistemas de pastoreio apropriados a cada situacao
especifica no sentido de se obter uma utilizacdo mais eficiente e sustentavel da vegetacéao
existente e atingir os objetivos de producdo animal definidos (Hutchings & Gordon, 2001;
Rook & Tallowin, 2003).

Tradicionalmente, a avaliacdo da composicdo da dieta selecionada por herbivoros
domésticos baseia-se em medicGes diretas na biomassa vegetal ou nos préprios animais,
designadamente a observacdo direta do animal em pastoreio e a analise micro-histoldgica de
fragmentos vegetais em diferentes amostras (extrusa esofagica, o digesta e as fezes). A
observacdo direta dos animais € frequentemente utilizada, sendo a sua simplicidade apontada
como a principal vantagem desta metodologia. Os procedimentos micro-histologicos baseiam-
se na identificacdo visual dos fragmentos cuticulares epidérmicos em amostras de extrusa
esofagica e amostras de outros compartimentos gastrointestinais ou mesmo de fezes. A
composicdo da dieta € expressa em termos da proporcdo de fragmentos identificaveis
provenientes de cada espécie vegetal. Esta é uma metodologia muito laboriosa, exigindo
formacdo dos investigadores. Além disso, a possivel digestdo diferencial das espécies de
plantas e a grande proporcdo de fragmentos ndo identificaveis reduzem a precisdo das
estimativas da composicdo da dieta (Holechek et al., 1982; Mayes & Dove, 2000; Dove &
Mayes, 2005).



Em alternativa as metodologias anteriormente apresentadas, alguns componentes das
ceras epicuticulares das plantas, em especial 0s n-alcanos (Roumet et al., 2006), os alcoois de
cadeia longa (Dove & Charmley, 2008) e os acidos gordos de cadeia longa (Ferreira et al.,
2010) tém sido utilizados como marcadores fecais para avaliar distintos parametros
nutricionais (p.e. a digestibilidade, a ingestdo voluntaria e a composicdo das dietas) (Dove &
Mayes, 2006). As partes aéreas da maior parte das plantas sdo cobertas por estas ceras
epicuticulares, sendo constituidas por uma mistura complexa de componentes hidrofébicos
como é&cidos gordos de cadeia longa, aldeidos, alcoois, ester6is, cetonas, flavondides,
triterpenos e alcanos (Post-Beittenmiller, 1996) cuja composi¢do varia com a parte
morfologica das espécies vegetais, apresentando as folhas e inflorescéncias uma tendéncia
para apresentarem concentracfes mais elevadas nestes compostos. Uma das grandes
vantagens da utilizacdo destes marcadores reside no facto de para a sua quantificacdo ser
usado 0 mesmo procedimento analitico utilizado em amostras de dieta e fezes, reduzindo
assim o trabalho e erro analitico (Dove & Mayes, 2005; Ru et al., 2002). Uma caracteristica
gue € comum a estes constituintes das ceras epicuticulares é que as suas concentragdes variam
entre espécies vegetais, plantas e partes morfologicas da mesma planta (Dove & Mayes,
1996) tornando-os marcadores apropriados para avaliar a composicdo da dieta selecionada
pelos herbivoros. O principio da sua utilizacdo consiste na comparacdo das concentracdes
destes marcadores observadas numa mistura — extrusa esofagica, o digesta e as fezes — com as
suas concentracOes observadas nos possiveis componentes da dieta, espécies vegetais ou
partes da planta que contribuem para essa mistura (Ferreira et al., 2017).

Uma das principais desvantagens apontadas a esta metodologia, tal como para outras
analises quimicas, reside no facto de se revelarem dispendiosas e morosas (Ru et al., 2002;
Moorby et al., 2010; Rahman et al., 2015). Estes métodos tradicionais de determinacao de n-
alcanos e alcoois, sdo impraticaveis nas exploracbes onde os resultados sdo precisos
rapidamente, por exemplo, para tomar decisdes sobre o maneio alimentar aplicado aos
animais (Dixon & Coates, 2009) havendo a necessidade de se desenvolverem metodologias
mais expeditas para a avaliacdo das concentra¢fes destes marcadores nas espécies vegetais e
nas fezes.

A tecnologia de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
principalmente no intervalo de infravermelho proximo (NIR), revela-se assim uma
oportunidade para a determinacdo da composi¢do quimica e nutricional de dietas (Dixon &

Coates, 2009; Gaffney et al., 2012). As analises NIR sdo mais simples, ndo-destrutivas das



amostras, mais precisas (Ru et al., 2002), mais rapidas, mais baratas que o método
convencional e também ndo utilizam reagentes nem produzem residuos (Rahman et al.,
2015). E uma técnica extremamente versatil que permite avaliar simultaneamente varios
parametros quimicos (p.e. teores em amido, proteina, etc.) e nutricionais (p.e. digestibilidade
in vivo e/ou digestibilidade in vitro) (Givens et al., 1997). Nos ultimos 20 anos, as analises
NIR foram amplamente utilizadas para a caracterizacdo do valor nutritivo de forragens
(Decruyenaere, 2015). Apesar das vantagens, esta tecnologia também apresenta importantes
limitacOes, entre as quais 0S custos de aquisicdo de equipamentos, a necessidade de
calibragéo, validacéo e atualizacdo das equacGes para os diferentes tipos de matriz (Rahman et
al., 2015; Swain & Friend, 2013).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo das tecnologias FTIR para a
determinagcdo da concentracdo em n-alcanos e LCOH em amostras de distintas espécies
vegetais e amostras fecais de herbivoros domésticos em regime de pastoreio em areas

desfavorecidas de montanha.






2. Revisao Bibliografica
2.1. Técnicas de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

2.1.1. Evolucéo Historica

O termo espectroscopia provém do termo latim spectare que significa “olhar através
de” e hoje em dia refere-se a qualquer técnica de onde se tire proveito da interacdo entre
radiacdo e matéria, para retirar informacdo relativamente a estrutura ou constituicdo desta
ultima (Dias, 1986). Em termos histéricos, foi em 1740 que Isaac Newton demonstrou que a
luz solar, ao atravessar um prisma de vidro, se decomponha nas cores do arco-iris, naquilo
que viria a ser considerada a primeira experiéncia espectroscopica (Lajunen & Peramaki,
2004).

Sendo a radiacdo infravermelha (IV) ndo visivel ao olho humano, a descoberta da
mesma viria a ter lugar mais tarde, em 1800 pelo cientista William Herschel quando
investigava qual a “cor” da radiagdo solar que produzia mais calor. Durante a experiéncia,
Herschel observou que a temperatura aumentava significativamente na zona acima da regido
vermelha do espectro, descobrindo assim uma zona invisivel da radiacdo que denominou de
infravermelho (Pasquini, 2003).

A radiacdo 1V é uma radiacao eletromagnética que se localiza no intervalo espectral
entre 0s comprimentos de onda de 760 nm a 100000 nm, encontrando-se assim num intervalo
correspondente a comprimentos de onda maiores do que a parte vermelha da porc¢éo visivel do
espectro eletromagnético, mas menores do que a radiacdo de micro-ondas (Tsai & Hamblin,
2017). No que diz respeito a utilizacdo da radiacdo IV para estudo da matéria, 0 seu inicio
deu-se em 1900, quando Coblentz cria um espectrémetro rudimentar e consegue produzir 0s
primeiros espectros de compostos organicos, embora o aparelho, que recorria a radiacao solar,
permitisse somente aquisicdo um espectro por dia. Coblentz verificou que cada composto
possuia 0 seu proprio espectro, sendo este especifico, Unico e referente a sua constituicdo
(Pasquini, 2003).

A segunda guerra mundial foi o acontecimento histérico que marcou o
desenvolvimento da espectroscopia de IV como técnica de andlise. Estes avancos
impulsionaram a tecnologia para o desenvolvimento de espectrometros comercialmente
disponiveis, permitindo assim a implementacdo generalizada desta técnica (Siesler et al.,

2002). A espectroscopia de infravermelho é classificada como uma técnica analitica versatil e



universal de anélise estrutural e composicional para uma grande variedade de amostras
organicas, inorganicas e bioldgicas, podendo ser utilizada para determinagfes qualitativas e
quantitativas. Proporciona vantagens nas areas da producéo e controlo de qualidade devido as
suas potencialidades que se traduzem na realizacdo de uma analise sem destruicdo da amostra
e muitas vezes sem tratamento prévio, na robustez do aparelho, na rapidez e facilidade de
execucdo (Stuart, 2004). As técnicas espectroscopicas baseadas na radiacdo IV traduzem a
interacdo das moléculas com a radiacdo eletromagnética, havendo uma alteracdo do seu
momento dipolar que se reflete na intensidade dos picos registados (Gallignani & Brunetto,
2004).

O grande “salto” da utilizacdo da espectroscopia IV viria a surgir mais tarde, quando,
quase cem anos depois da sua descoberta, o interferometro de Michelson comeca a ser
utilizado para a aplicagdo desta técnica, representando o inicio historico da espectroscopia de
infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (McCarthy & Kemeny, 2008). Este
dispositivo 6tico foi inventado em 1880 por Albert Abraham Michelson (Smith, 1996) e o
desenvolvimento do FTIR néo teria sido possivel sem o0 mesmo.

Inicialmente, o interferometro de Michelson foi criado para testar a existéncia de um
éter luminifero como meio de propagacdo das ondas de luz. Posteriormente, Michelson
estando ciente do potencial do seu interferometro para obtencdo de espectros, mediu
manualmente muitos interferogramas. Infelizmente, os céalculos para converter um
interferograma num espectro eram demasiado morosos, tornando assim impraticavel o uso do
interferometro para a obtencdo dos mesmos (Smith, 1996).

Mais tarde, a invencdo e o desenvolvimento dos computadores, que realizam
operacdes matematicas para fazer os célculos das transformadas de Fourier com maior
rapidez, foram necessarios para tornar o FTIR uma realidade (Smith, 1996). Esta técnica tem
manifestado o seu enorme potencial na analise quimica de amostras bioldgicas. Com o
desenvolvimento deste equipamento, espectros IV ganharam maior resolucdo e tornaram-se
mais reprodutiveis, havendo a possibilidade de serem obtidos com recurso a certos acessorios,
tais como o ATR (do inglés, Attenuated Total Reflectance), numa ampla variedade de tipos de
amostras (Gaffney et al., 2012). A introducdo destes instrumentos gerou uma verdadeira
revolucdo na espectroscopia de infravermelho devido as vantagens que fornece ao seu
utilizador, pois permite a determinacdo automatizada de parametros de maior importancia na

caracterizacdo de amostras (Stuart, 2004). Retirou-se essencialmente proveito desta técnica,



no intervalo do IV médio, onde se situam as frequéncias de vibracdo dos modos vibracionais
fundamentais.

O infravermelho proximo (NIR, do inglés Near Infrared) passou mais tarde a ser
utilizado para fins analiticos, apds a sua utilizacdo nos estudos de Karl Norris em 1960,
quando o mesmo estudou a caracterizacdo de produtos agricolas e alimentares com a
espectroscopia de infravermelho proximo (Siesler et al., 2002), ainda que este intervalo fosse
primeiramente utilizado como suplemento as técnicas do IV médio e UV-visivel.

Até as primeiras aplicacdes do NIR, relatadas na década dos anos 50, ndo se acreditava
que esta técnica contivesse qualquer valor analitico, no entanto o setor dos alimentos agricolas
foi o primeiro a adotar a espectroscopia NIR como técnica analitica (Blanco & Villarroya,
2002). O NIR, aplicado em conjunto com a tecnologia FTIR, evoluiu ao ponto de se tornar
indispensavel para a investigacdo cientifica, bem como para uma extensa lista de aplicacOes
nas areas da agricultura, industria alimentar, petrolifera, ambiental, farmacéutica e medicina,
entre outras (Pasquini, 2003; Jimaré Benito et al., 2008). A tecnologia NIR tem sido, também,
amplamente utilizada em ciéncia animal para prever a composicdo quimica de forragens
(Stuth & Tolleson, 2000), substituindo assim os métodos tradicionais (Blanco & Villarroya,
2002).

2.1.2. Principios Tedricos

O termo espectroscopia designa métodos analiticos que consistem no estudo da
interacdo das radiacOes eletromagnéticas com as moléculas (McCarthy & Kemeny, 2008). A
ligacdo de dois atomos em moléculas envolve diferentes tipos de energia, como a energia
translacional, vibracional e eletronica. No caso da espectroscopia de infravermelho, esta tem
por base os movimentos relativos dos atomos numa molécula, isto é, as suas vibracdes. Esta
espectroscopia deteta a radiacdo que é absorvida pelas ligacdes vibracionais moleculares
(McCarthy & Kemeny, 2008).

A radiacdo eletromagnética decompde-se em dois componentes ondulatérios, uma
onda elétrica e uma magnética. A componente elétrica é a que vai interagir com as moléculas
originando assim a absorcdo da radiacdo infravermelha (Stuart, 2004). Para que ocorra
absorcdo por parte de uma molécula é necessario que a radiacdo incidente nesta provoque
excitagdo dos seus modos vibracionais, de modo a que a sua energia corresponda a diferenca

de dois niveis energéticos vibracionais, que mediante a frequéncia e quantidade de energia



pode indicar o tipo e o numero de ligacGes entre os atomos e grupos funcionais (Gottlieb et
al., 2004).

Para explicar o comportamento vibracional das moléculas existem varios modelos,
contudo este comportamento é descrito pelo modelo do oscilador harmonico linear. Segundo
este, a energia vibracional de um determinado sistema é uma fun¢do quadréatica da distancia
entre os &tomos, sendo a oscilagdo entre eles, simétrica (Siesler et al., 2002).

O modelo considera que a ligacdo entre os atomos é feita por uma mola, em que a
frequéncia de vibracdo da mola (v) é descrita pela lei de Hooke e representada pelas seguintes
equacdes (Siesler et al., 2002):

1 k m.M
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v — Frequéncia de ligacdo da banda de absorc¢éo
k — Constante da forca da ligacéo
u — Massa reduzida do oscilador

m e M — Massas dos atomos presentes na ligacéo

Este modelo s6 permite a transicdo entre niveis vibracionais adjacentes, dado que
todos os niveis estdo igualmente espacados e estas transicGes tém de respeitar os critérios de
simetria (Siesler et al., 2002).

No espectro eletromagnético (Figura 1), a regido IV encontra-se entre as gamas do
visivel e micro-ondas e subdivide-se entre infravermelhos proximo (NIR), médio (MIR) e
longinquo (FIR), cujos intervalos de nimeros de onda sdo, respetivamente, 4000-14000 cm™;
400-4000 cm™ e 10-400 cm™ ( Siesler et al., 2002; Polshin et al., 2010).

A maioria das moléculas conhecidas absorve radiacdo da zona média do IV (MIR), em
frequéncias que correspondem aos modos fundamentais proprios das mesmas, o que explica a
utilizacdo desta na identificacdo de grupos moleculares. Assim, a rela¢do entre a estrutura
quimica das moléculas e a radiacdo IV faz com que a espectroscopia IV seja uma ferramenta
essencial na andlise quimica das substancias (McCarthy & Kemeny, 2008). Uma das maiores
vantagens associadas a espectroscopia de infravermelho é o facto de poder ser utilizada em
qualquer tipo de amostra e em praticamente qualquer estado, o que se deve a pandplia de

diferentes aderecos disponiveis presentemente para diferentes propdsitos (Stuart, 2004).
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Figura 1-Representagdo do Espectro Eletromagnético (adaptado de Mills, 2016).

2.1.3. Intervalos Espectrais

A radiacdo infravermelha, ao incidir numa molécula provoca a excitacdo dos seus
modos vibracionais, que € devida a absorcdo de radiagdo de energia correspondente a
frequéncia deste modo vibracional. Apenas os modos que alteram o momento dipolar da
molécula séo detetados através de um espectro de infravermelho (Stuart, 2004).

Um espectro de absorcao infravermelha ndo é mais que um registo do nimero e tipos
de movimentos vibratorios possiveis e proprios de um composto, obtido pela passagem da
radiagdo IV por uma amostra, sendo que uma molécula ndo-linear possui (3N-6) modos
fundamenais, sendo ‘N’ o nimero de atomos da mesma. Assim cada molécula possui um
espectro de absorg¢do Unico, tal como uma “impressdo digital”, 0 que se deve, ndo SO ao
nimero de modos ativos e frequéncias dos mesmos, mas também a intensidade relativa do
pico correspondente a cada um (Stuart, 2004). Consequentemente, a partir do conhecimento
da localizacdo dos picos de absorcdo de cada grupo funcional ou elemento, é possivel
caracterizar amostras e, se conhecida a intensidade dos mesmos, determinar a concentracao
dos seus constituintes. No entanto, devido as sobreposicdes, a interpretacdo torna-se mais
complexa, sendo por vezes necessdria a decomposicdo destes sinais nas diferentes
contribuicBes devidas a distintos compostos individuais, para esse efeito (McCarthy &
Kemeny, 2008).

-NIR
A regido NIR ¢é a regido do infravermelho situada entre os 780 e 2500 nm (Blanco &
Villarroya, 2002). A maioria dos materiais organicos possui propriedades de absorcdo nesta

gama (Siesler et al., 2002). A espectroscopia de infravermelho préximo gera espectros onde



se registam sobretons de modos fundamentais (overtones, correspondentes a multiplos da
frequéncia dos modos fundamentais) e combinac@es, cuja frequéncia corresponde a soma das
frequéncias dos modos fundamentais combinados (Siesler et al., 2002).

A absorcédo da radiagdo NIR pelas moléculas organicas acontece primeiramente devido
a estes modos de combinacdo e overtones dos grupos O-H, C-H, N-H, ligacGes as quais a
espectroscopia NIR é particularmente sensivel, devido ao facto de corresponderem a grupos
fundamentais com forte caracter dipolar (Stuart, 2004). O facto de as absor¢des serem menos
intensas, no que diz respeito aos overtones, e ocorrerem sobreposi¢coes e combinacdes das
ligagdes dos modos vibracionais dos varios grupos funcionais, torna o espectro NIR
particularmente complexo, ao contrario do que acontece com as espectroscopias de MIR e
FIR, onde cada pico pode ser linearmente relacionado com um grupo funcional especifico
(Ziegel, 2004).

Assim, a espectroscopia NIR, tal como ja foi referido, baseia-se em absorcbes de
energia por parte das ligacGes existentes nas moléculas de uma amostra que sdo causadas por
trés mecanismos diferentes: sobreposi¢cfes de vibragdes fundamentais; combinagdes de
vibracbes fundamentais e ainda absorc¢des eletronicas, gerando no espectro NIR picos de
absorcdo com baixa seletividade. Estes picos possuem uma menor absortividade quando
comparadas com a espectroscopia MIR, tornando este método menos sensivel, contudo
apresenta a vantagem de ndo ser necessario, na maioria dos casos, qualquer preparacdo da
amostra, ndo necessitando de diluicGes, realizando-se assim a leitura direta da amostra
(Ziegel, 2004).

Os espectros NIR, aléem de conterem informacdo sobre a composi¢do quimica da
amostra, também relacionam a informacao fisica da mesma. Um exemplo é o tamanho das
particulas, quanto mais grosseiras forem maior serd a penetracdo de luz, logo maior sera a
absorcdo, ao passo que o tamanho de particula terd também influéncia noutros fendmenos de
difracdo de luz, tais como a dispersdo Mie (Antunes et al., 2010).

A espectroscopia de infravermelho préximo apresenta outras vantagens, como ser uma
metodologia ndo destrutiva nem invasiva quer para solidos quer para liquidos; ser rapida na
obtencdo de espectros, calculos e apresentacdo de resultados; ndo necessitar de uso de
reagentes, ou seja, nao representa um método poluente e a manutencdo dos aparelhos ser
reduzida. Adicionalmente, a informagdo contida no espectro NIR é capaz de detetar alteracdes
ou impurezas no produto, ndo detetaveis por métodos analiticos convencionais (Siesler et al.,
2002).
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Como todas as tecnicas, esta também apresenta desvantagens entre as quais o facto dos
espectros obtidos serem 1) pouco seletivos, complexos e ndo serem de interpretacdo direta, 2)
ndo existirem modelos precisos que relacionem a interacdo entre a luz infravermelha e a
matéria, pelo que a calibracdo é muitas vezes empirica, 3) a construcdo de modelos de
calibracdo robustos e precisos é por vezes dificil, implicando a utilizacdo de um ndmero
razoavelmente grande de amostras para que se possam abranger todas as variagdes das
propriedades quimicas e/ou fisicas, para além do facto da construcdo de modelos NIR
implicar um investimento substancial (Blanco & Villarroya, 2002).

- MIR

A regido do MIR (do inglés, Mid-infrared) & uma regido do infravermelho situada
entre 2500 e 25000 nm (Rossel et al., 2006). A absor¢do de radiacdo observada nesta regido
corresponde a transicdes de vibragdo fundamental. Estas bandas de absorcdo na gama MIR
s80 intensas e 0 espectro resultante é muito rico em informacéo relativa a estrutura quimica do
composto, ainda que a interpretacdo da informacdo nem sempre seja simples (McCarthy &
Kemeny, 2008). A regido MIR é largamente utilizada para fins qualitativos dada a informacao
de estrutura no espectro. No entanto, as analises quantitativas sdo mais limitadas dada a
necessidade de diluicdo das amostras e a dificuldade em encontrar solventes que néo
absorvam nas regides de interesse, limitacdes essas que foram ultrapassadas com a introducéo
do acessorio ATR (Stuart, 2004).

E uma regido muito robusta e reprodutivel, o que permite a medicdo de pequenas
variacbes dos componentes da amostra. As moléculas que absorvem na regido MIR
apresentam vibracdes em uma ou mais regides do espectro, dependendo de diversos fatores,
tais como a configuracdo, posicdo das ligacdes e comprimento das mesmas (Pasquini, 2003).
Outra das preeminéncias da espectroscopia MIR € fornecer informacGes estruturais de
moléculas. As absorcdes de cada tipo de ligacdo sdo encontradas, geralmente, apenas em
regibes especificas do espectro de infravermelho médio. Picos de absorcdo caracteristicos
podem ser associados a compostos presentes em maior quantidade na amostra (Karoui et al.,
2010).

A ampliacdo da aplicabilidade do MIR veio com o desenvolvimento de novos métodos
de aquisigédo de espectros, mais rapidos, préaticos e versateis como é o caso da refletancia total
atenuada (ATR), sendo a mais comumente utilizada (Karoui et al., 2010). Neste ambito, a

agua é um composto com absorcao acentuada na regido do MIR, interferindo na determinacgao
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de outros componentes presentes na amostra em causa, 0 que representa uma limitagcdo
historica, que tem sido ultrapassada pela utilizacdo do acessério ATR (Polshin et al., 2010).

Quando comparado com o NIR, o MIR possui sinais mais seletivos e de maior
intensidade, explicando a sua aplicacdo em analises qualitativas, principalmente de compostos
organicos. O facto de também se revelar mais sensivel permite a detecdo de componentes em
concentracdes mais reduzidas (Karoui et al., 2010).

O desenvolvimento de espectrometros com Transformada de Fourier renovou o
interesse no potencial do MIR para analise de amostras organicas. Atualmente maior parte dos
espectros MIR sdo medidos com espectrémetros FTIR, uma vez que estes permitem uma
aquisicdo mais rapida de espectros e espectros com relagdes sinal-ruido mais aceitaveis,
devido a vantagem “multiplex” (Dias, 1986; Polshin et al., 2010). A espectroscopia FTIR
fornece informagdes quimicas mais detalhadas sobre a composicdo da amostra do que a
espectroscopia NIR, pois mede vibracbes moleculares fundamentais, diretamente
correlacionadas com grupos funcionais em vez de overtones e bandas de combinagdes (Lyons
et al., 2016).

2.1.4. Fatores que afetam os espectros

De acordo com Dias (1986), existem varias variaveis que podem influenciar os
espectros, tanto fisica como quimicamente. N&do sendo possivel nomea-las todas, as mais
comuns sao designadamente:

- Temperatura da amostra: é importante, pois uma diferenca de alguns graus pode
produzir alterac6es substanciais nos espectros. Aplicavel, ndo sé a solucBes, mas também a
amostras sélidas e pds que contenham agua;

- Solventes e Humidade: na medida em que as ligacdes de hidrogéenio podem ocorrer
entre as amostras e 0s solventes/excipientes podem influenciar o espectro, assim como a
contribuicdo direta devido a absor¢do dos ultimos;

- Espessura da Amostra: é um fator que deve ser controlado, quer no modo de
transmitancia, usando um comprimento 6tico fixo, bem como no modo de refleténcia, onde se
deve controlar a profundidade de penetracdo da luz, para que ndo altere o espectro se a
espessura da amostra aumentar, este fator € mais importante no caso do IV classico com
recurso a pastilhas, ao passo que é muito debelado pelo acessorio ATR.

- Propriedades Oticas da Amostra: no caso dos sdlidos, a superficie e espalhamento

da amostra devem ser tomadas em conta, pois a morfologia da superficie e o indice de
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refracdo afetam as propriedades de dispersdo de materiais solidos. O grau de compactagdo ou
dimensGes variaveis das particulas ou acabamento da superficie podem causar diferencas
significativas entre os espectros;

- Polimorfismo: as variagbes da estrutura cristalina de amostras com a mesma
composi¢do quimica influenciam o espectro obtido. Diferentes polimorfos ou formas sélidas
amorfas podem ser distinguidos pelos espectros obtidos, bem como diferentes estados de
hidratacdo cristalina ou estados de solvatacdo do mesmo material podem resultar em espectros
préprios;

- Idade das Amostras: pode manifestar alteracdes fisicas, quimicas e oticas, pelo que
se deve dar atencdo as amostras e padrGes utilizados, pois estes podem ndo ser adequados a
uma correta analise espectral ou ndo representar o material que se pretende analisar devido as

alteracdes sofridas.

Estas variaveis ddo origem a mudancas na forma dos picos por alteragdes nas forgas
intermoleculares e intramoleculares fracas. Os efeitos mais acentuados podem ser observados
para picos de grupos funcionais com ligacGes de hidrogénio, tais como grupos hidroxilo,
devido ao facto das forcas intermoleculares terem efeitos mais fortes nestes (Swierenga et al.,
2000). Adicionalmente, os fatores apontados podem também levar a introducdo de baselines
nos espectros, que sdo devidas a outras contribuicdes, que ndo vibracionais, representando
assim uma contribuicdo indesejavel para os mesmos, dado que ndo se relacionam com a

estrutura dos compostos ou composicdo da amostra (Dias, 1986).

2.2.  Métodos de Analise de Amostras

A radiacdo, ao incidir numa amostra pode ser absorvida, transmitida ou refletida
(Stuart, 2004). Assim, existem varios modos de aquisicdo de espectros de infravermelho. A
selecdo do modo de aquisicdo mais adequado depende de diversos fatores como o tipo da
amostra e as condi¢fes do equipamento (Pasquini, 2003).

A transmitancia mede o decréscimo na intensidade da radiacdo, em funcdo do numero
de onda, quando esta passa através da amostra e € absorvida. A amostra deve entdo ser
minimamente transparente a radiacdo e colocada entre a fonte e o detetor, de forma a evitar o
fendmeno de saturacdo (McCarthy & Kemeny, 2008). Normalmente, os espectros dos

materiais transparentes sao medidos em transmitancia, ja os liquidos tdrbidos e os solidos,
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podem ser por transmitancia difusa, refletdncia difusa ou transfletancia, dependendo das suas
absorcdes caracteristicas de dispersdo (Arnold et al., 2002).

A espectroscopia de refletdncia mede a luz refletida pela superficie da amostra, que é
composta por um componente especular e um difuso. Os métodos de refletancia podem ser
usados em amostras que sdo dificeis de analisar por métodos de transmitancia. A refletancia
pode dividir-se em duas categorias: refletancia interna, que envolve uma célula ATR em
contacto com a amostra e a refletancia externa que envolve um feixe de infravermelhos
refletido diretamente da superficie da amostra. Nesta Ultima, quando a radiacdo incide na
amostra, pode ser refletida sob a forma de refletancia especular ou difusa (DRIFT) (Osborne
et al., 1993).

2.2.1. ATR

O modo de refletancia total atenuada é usado na analise da superficie de materiais
solidos ou liquidos. E adequada também para a caracterizacdo de materiais que sejam
demasiado finos ou que absorvam demasiado intensamente quando analisados por
espectroscopia de transmitancia, de modo a evitar o fenomeno de saturacdo (Kellner et al.,
2004).

Na espectroscopia de infravermelhos por ATR, a superficie da amostra € colocada em
contacto com a superficie de um cristal 6tico (com elevado indice de refracdo), incidindo a
radiacdo varias vezes na amostra. Quando o angulo de incidéncia na interface amostra/cristal
excede o angulo critico, a reflexdo total interna da radiacdo ocorre e uma onda evanescente é
estabelecida na interface. A radiacdo é refletida através do cristal (Figura 2) penetrando na
amostra a cada reflexdo, ao longo da superficie do mesmo (Kellner et al., 2004).

ApoOs este processo, a radiacdo atenuada resultante é direcionada do cristal para o
percurso normal do feixe no espectrofotdmetro sendo medida pelo detetor, de forma a registar
0 espectro da amostra. Esta configuracdo experimental cria a capacidade de analisar amostras
biolégicas ou mesmo solucBes aquosas, evitando completamente a questdo da saturacao
(Kellner et al., 2004).
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Figura 1-Esquema de um sistema ATR (PerkinElmer,
2005).

Num espectrofotometro ATR tem de existir um contacto muito proximo entre a
amostra e a superficie do cristal, uma vez que o efeito ATR tem lugar nesta, dai se utilizar por
vezes uma prensa de modo a garantir um perfeito contacto entre a superficie da amostra e 0
cristal, como no caso de solidos particulados (Stuart, 2004).

O ATR ¢é um dos mais poderosos e versateis métodos de infravermelho médio, devido
a flexibilidade em termos de amostras passiveis de ser analisadas (Polshin et al., 2010). A
técnica de refletancia total atenuada tem revolucionado analises de amostras liquidas e
solidas, uma vez que permite colmatar os aspetos mais desafiadores da analise em
infravermelho, nomeadamente a preparacdo de amostras e a reprodutibilidade espectral, assim
como o fendmeno de saturacdo, permitindo mesmo a aquisicdo de espectros de solucdes
aquosas, 0 que se torna muito importante para a analise de sistemas bioldgicos através desta
técnica (Stuart, 2004).

2.2.2. DRIFT

Inicialmente, o uso da refletancia difusa era restrito as regifes do ultravioleta, visivel e
infravermelho préximo (Chalmers & Mackenzie, 1985). Com o aperfeicoamento dos
equipamentos e acessorios de refletdncia difusa, a técnica tem sido utilizada como prética de
rotina na regiao do infravermelho préximo, oferecendo inimeras vantagens (Coleman, 1993).

O potencial da técnica foi reconhecido como um novo método de analise para
aplicacBes quantitativas. A aplicacdo desta requer um entendimento tedrico das suas
limitagcOes para obtencdo de espectros de boa qualidade, ainda que os instrumentos atuais
permitam a aquisicdo de espectros com grande reprodutibilidade, através da mesma, sem

requerer demasiados cuidados (Coleman, 1993).
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Na refletdncia difusa, a energia que penetra numa particula ou num aglomerado de
particulas € refletida em todas as direcdes. Esta refletdncia mede a razéo entre a intensidade
da luz refletida a partir da amostra e a intensidade de luz incidente (Kellner et al., 2004).

A espectroscopia de infravermelhos de refletancia difusa por transformada de Fourier,
designada de DRIFT (do inglés, Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform), é
particularmente Gtil na analise de particulas finas e pds, que dispersam bem a radiacéo
incidente e a absorvem em menor quantidade (Stuart, 2004). Assim a espectroscopia DRIFT
envolve uma minima preparacdo da amostra tanto em termos de tempo como de manipulagéo
da mesma (Mitchell, 1993). Nesta técnica, a amostra € colocada no equipamento, num porta-
amostras de quartzo, ou outro material transparente a radiacdo infravermelho (Osborne,
2000), sendo que quando a radiacdo penetra na mesma pode ser refletida da superficie de uma
particula ou ser transmitida através desta. A radiacdo refletida da superficie é tipicamente
perdida. A radiacdo infravermelha que passa através da particula pode ser refletida na
proxima particula ou transmitida através desta. Assim, a radiacdo incidente é dispersa em
todas as direcdes num largo angulo e este efeito de transmissdo-reflexdo pode ocorrer varias
vezes na amostra, como sucede no caso das esferas de reflexdo difusa. Por ultimo, a energia
da radiacdo infravermelha dispersa é convergida toda para um detetor, apos ter sofrido
interferéncias construtivas nas multiplas reflexdes dentro da esfera (Kellner et al., 2004).

A espectroscopia DRIFT fornece, geralmente, boas relagdes sinal-ruido para a maioria
das amostras, mas é também bastante sensivel a morfologia das mesmas. Neste caso, 0S
espectros dependem significativamente do tamanho das particulas das amostras (menor

tamanho de particula, melhor espectro) (Mitchell, 1993).

2.3. Analise Multivariada

A aplicacdo das técnicas de espectroscopia de infravermelho, apesar de todas as
vantagens, depende decisivamente de uma calibracdo prévia bem conseguida, para que seja
possivel realizar analises quantitativas através dos espectros obtidos (Andueza et al., 2011),
uma vez que estes sdo complexos e ndo é possivel a interpretacdo direta dos mesmos
(McCarthy & Kemeny, 2008). Varias estratégias foram ja sugeridas para o processo de
calibracdo, que é particularmente complicado na analise de forragens, ja que estas matrizes
apresentam grande heterogeneidade. Como resultado destas dificuldades, as estratégias
propostas dependem, tipicamente, de uma grande proximidade entre o conjunto de calibragéo

e as amostras a serem testadas (Andueza et al., 2011).
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Um processo de calibragdo, normalmente, envolve uma anélise de todas as amostras
para 0s componentes de interesse, através de métodos de referéncia convencionais. As
amostras devem ser representativas da populagdo e com a maior variacdo possivel, mas
limitada a regido de interesse (Porep et al., 2015). Posteriormente procede-se a aquisi¢do de
espectros, pré-tratamento dos mesmos e validacdo estatistica do método desenvolvido. Por
fim, utiliza-se um modelo matematico que relacione os dados espectrais com os dados de
referéncia obtidos, sendo que uma variedade de pré-processamentos e zonas espectrais podem
ser usadas para desenvolver o modelo ideal de determinagcdo dos parametros em estudo nas
amostras (McCarthy & Kemeny, 2008).

O pré-tratamento espectral é relevante, uma vez que, os dados espectrais, por sofrerem
inimeras interferéncias, devem ser corrigidos. Variacdes nos espectros devido a temperatura,
ruidos no detetor, deslocamentos de linha de base e de comprimentos de onda, sdo algumas
dessas interferéncias. O pré-tratamento consiste em técnicas para reduzir, eliminar ou
padronizar o impacto de fatores ndo desejaveis nos espectros, sem alterar a informacéo
contida nos mesmos (Siesler et al., 2002). E uma etapa importante para decidir quais os
tratamentos que melhor responderdo aos resultados pretendidos, sem distorcer, comprometer
ou até mesmo inutilizar os dados obtidos (Leung et al., 1998).

Um exemplo de pre-tratamento mais utilizado é a derivada, que segundo Martens &
Geladi (2004), melhora a definicdo dos picos que se encontram sobrepostos na mesma regiao
espectral e corrige a linha de base. Também o SNV (do inglés, Standard Normal Variate)
pode ser utilizado como pre-tratamento, uma vez que tem a funcdo de minimizar os efeitos do
espalhamento da luz e interferéncias causadas pelo tamanho da particula (McCarthy &
Kemeny, 2008). A centralizacdo e normalizacdo sdo também comumente utilizados (Porep et
al., 2015).

O processo de calibracdo tem por finalidade o desenvolvimento de um modelo de
regressao (Figura 3) pelo qual é feita uma relacdo entre os espectros e 0s valores de referéncia
(McCarthy & Kemeny, 2008).
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Figura 2-Processo geral de construgdo de modelos de
regressdo (Monteiro, 2011).

Existem varios métodos de calibracdo multivariada que incluem a regressdo linear
multipla (MSR), minimos quadrados parciais (PLS), minimos quadrados parciais modificados
(MPLS) e anélise dos componentes principais (PCA) (Blanco et al., 1997). Os mais utilizados
sdo MPLS (Shenk et al., 1979) e PLS (Manne, 1987). A calibragdo multivariada tem por
objetivos medir, explicar, e prever o grau de relagdo entre as variaveis (McCarthy & Kemeny,
2008). A calibracdo divide-se em duas etapas, a primeira € a calibracdo propriamente dita,
onde se estabelece uma fungdo matematica que relaciona informacdo quimica contida nas
propriedades espectrais de uma substancia com informacéo fisica ou quimica avaliada por
métodos laboratoriais de referéncia (Stuth et al., 2003) para um conjunto de amostras,
seguindo-se a validacdo externa, que € a maneira de validar analiticamente a capacidade do
modelo desenvolvido para prever as propriedades de interesse de amostras desconhecidas
(McCarthy & Kemeny, 2008). A posteriori da construcdo do modelo de calibragdo, é
necessario que se teste a sua capacidade preditiva, e assim sendo, é analisado um novo
conjunto de amostras (conjunto de validacdo) que deve corresponder a 1/3 do conjunto
utilizado na calibracdo (Dias, 1986).

Em suma, um bom modelo de calibragdo prima-se por ser preciso, exato e robusto, e
acima de tudo, ter capacidade de extrapolar valores para amostras que ndo foram utilizadas no

conjunto de calibragéo (Dias, 1986).
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2.3.1. Regressao PLS

De todos os métodos de regressdo multivariada, o PLS (do inglés, Partial Least
Square), é talvez, o mais utilizado. E uma técnica de anéalise de dados multivariados,
desenvolvida em 1960 por Herman Wold (Tobias, 1995) e utilizada para relacionar uma ou
mais variaveis resposta, correlacionando-as de modo a obter uma relagdo linear, baseada no
uso de fatores (componentes principais) estatisticamente significantes, obtidos com o auxilio
de validacdo cruzada (Purcell et al., 2007). O método é usado principalmente em
determinagdes quantitativas, obrigando a analise de um elevado nimero de amostras para se
conseguir estabelecer uma relagdo util entre a informacdo retirada do espectro e as
concentracdes obtidas experimentalmente (McCarthy & Kemeny, 2008). Um fator a ter em
consideracdo é a selecdo apropriada da regido espectral, uma vez que parte da informacéo
contida num espectro NIR pode ser redundante, e 0s sinais medidos em certos comprimentos
de onda podem ser néo lineares, constituir ruido ou conter informacéo inutil para a previséo
do valor analitico (Lavine, 2000).

O PLS ¢ usado para desenvolver calibragdes, ao passo que alguns parametros
permitem avaliar a qualidade do modelo, estes englobam a exatiddo, linearidade e precisdo
(McCarthy & Kemeny, 2008). A exatiddo € a concordancia entre o valor previsto pelo modelo
e os valores de referéncia. A sua estimativa € dada pela raiz quadrada do erro médio
quadratico de previsdo (RMSEP), calibracdo (RMSEC) e validacdo (RMSEV).

A precisdo € a correlacdo entre os valores previstos através de medicdes sucessivas e
quanto mais proximos esses valores, maior a precisdo do modelo de calibracdo (McCarthy &
Kemeny, 2008). Por ultimo, a linearidade é a capacidade do modelo de prever valores
diretamente proporcionais aos valores de referéncia. E dada pelo coeficiente de correlacio de
Pearson (r), que quanto mais préximo a um, mais linear € o modelo e portanto, maior a
proximidade entre os valores experimentais e 0s previstos pelo modelo (Martens & Naes,
1990), e assim, melhor qualidade das calibracGes (Landau et al., 2015).

O método PLS domina as aplicacdes de espectroscopia MIR e NIR (McCarthy &
Kemeny, 2008). Uma das desvantagens deste tipo de regressdao é a necessidade de uma
adequada selecdo de amostras para a calibracdo (Geladi & Kowalski, 1986). O processamento
do modelo matematico consiste na determinacdo de duas matrizes que irdo traduzir as
variagOes espectrais e os valores de referéncia, gerando vetores préprios, designados de

componentes principais ou fatores, que podem ser utilizados na previséo da concentragdo do
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componente pretendido. A vantagem é a informacgdo mais relevante ficar comprimida e poder
ser utilizada na calibragéo (McCarthy & Kemeny, 2008).

A selecdo do nimero 6timo de fatores é de grande relevo para a determinacdo da
qualidade do modelo PLS obtido. Quando é feita uma escolha de um nimero de fatores menor
do que os necessarios, pode corresponder a uma calibracdo que origine resultados pouco
precisos, pois possui menos informagdo do que a necessaria na realidade (Underfitting), pelo
contrério, com um elevado nimero de fatores a analise € deteriorada, uma vez que é
incorporado mais ruido e variagdes sistematicas, e 0 modelo fica demasiado ajustado ao
conjunto de calibracdo, ndo tendo capacidade preditiva (Overfitting). Assim sendo, no
processo de construcdo da calibracdo € da maxima importancia encontrar o nimero ideal de
fatores, que irdo fornecer uma melhor previsdo relativamente as novas amostras, com menor
um erro, sendo os métodos com um menor nimero de fatores os mais desejados, uma vez que

sdo os mais simples e, supostamente, 0s mais robustos (Gowen et al., 2011).

2.4. Aplicacéo de técnicas FTIR na nutricdo animal

A espectroscopia de infravermelho, principalmente no intervalo NIR, tem vindo a ser
utilizada com sucesso para a avaliagdo da composicdo quimica dos alimentos (Aufrere et al.,
1996; Dixon & Coates, 2009), mas também de alguns pardmetros nutricionais,
nomeadamente, a ingestdo voluntaria (Keli et al., 2008), a digestibilidade (Aufrére et al.,
1996) e a composicao da dieta ingerida pelos animais (Keli et al., 2008).

Vérios sdo 0s estudos conhecidos que aplicam as técnicas FTIR a nutricdo animal,
incidindo particularmente na analise de diferentes parametros quimicos em amostras fecais e
de diferentes tipos de alimentos (Decruyenaere et al., 2009). Aufrére et al. (1996) avaliou o
potencial das metodologias NIR para avaliacdo de diferentes parametros quimicos (PB, GB,
FB, NDF, ADF, ADL), digestibilidade da matéria organica (DMO), energia bruta (EB),
energia digestivel (ED) e energia metabolizavel (EM) de 87 e 80 alimentos compostos
normalmente utilizados na alimentacdo de suinos e ruminantes, respetivamente. Para cada
parametro, as calibracdes foram realizadas usando pré-tratamentos com a primeira e segunda
derivada dos espectros, juntamente com o SNV. O método de regressao utilizado foi o MPLS.
Os resultados obtidos indicam que a precisdo da estimativa (expressa como erro padrdo da
calibracdo, RMSEC) variou com o parametro avaliado e o tipo de alimento. De facto, a titulo
de exemplo, para os alimentos utilizados na alimentacdo de suinos, a preciséo foi baixa para a
PB (RMSEC=7,96), amido (RMSEC=13,36) e constituintes da parede celular (RMSEC de
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13,19; 6,17 e 2,85 para o NDF, ADF e ADL, respetivamente), sendo elevada para a EB
(0,24), DMO (1,17) e EM (0,38). Uma das importantes conclusbes deste estudo foi que as
equacdes desenvolvidas para os alimentos de suinos ndo poderem ser utilizadas para estimar a
composi¢do quimica dos alimentos ruminantes (e vice-versa), como resultado das diferencas
na natureza e proporgdes dos ingredientes utilizados nos alimentos. Mais recentemente, Lyons
et al. (2016) avaliaram a aplicacdo de FTIR para o desenvolvimento de equacdes para
avaliacdo da composi¢do quimica de silagens de erva e amostras fecais de ovinos, a ingestdo
voluntéria e digestibilidade da matéria seca. Para a analise dos dados, estes autores utilizaram
a analise de componentes principais (PCA) e regressdo de minimos quadrados parciais (PLS)
para calibrar equacgdes para a determinacao destas composicGes. Com base nas estatisticas de
calibracdo e desempenho, as equacgdes de regressdo PLS desenvolvidas para as cinzas e NDF
foram boas e poderiam ser usadas para a sua quantificacdo (R? cross validation = 0,80-0,90).
Para o ADF, lenhina e digestibilidade da matéria seca, o R’cv foi adequado para analise
qualitativa (0,70-0,80). No entanto, para as equacOes de calibracdo para a matéria seca, azoto,
energia bruta, ingestdo voluntaria e digestibilidade de energia bruta revelaram-se inadequadas
para a sua estimativa (R%v < 0,70). Os autores admitem que o desempenho das equagdes
desenvolvidas podera ser melhorado através do estabelecimento de uma base de dados mais
alargada e diversificada de espectros de amostras, tanto de fezes como de alimentos. De facto,
conjuntos de dados de maior dimensdo e mais abrangentes tendem a produzir modelos de
estimativa com melhor desempenho e maior robustez. Apesar disso, Lyons et al. (2016)
consideram que o desenvolvimento destas equacdes de calibragdo podera constituir uma mais-
valia para o setor da producdo animal, especialmente no que diz respeito a digestibilidade da
matéria seca, pois este € um parametro nutricional cuja avaliacdo € dificil e complexa.
Decruyenaere et al. (2009) também se debrugou sobre avaliacdo do potencial do NIR
aplicado as forragens e/ou fezes para estimar a digestibilidade in vivo da matéria organica e a
ingestdo voluntaria. Os modelos foram desenvolvidos recorrendo também a regressdo PLS e a
precisdo por eles alcancada foi semelhante a obtida por outros métodos. O melhor modelo
preditivo neste estudo foi obtido usando a segunda derivada dos espectros com correcdo de
dispersdo SNV. As estimativas para digestibilidade através deste método foram
suficientemente robustas e aceitaveis (R*>0,85), ja para a ingest&o voluntaria ndo foi possivel
desenvolver calibracbes com igual robustez, principalmente nas amostras de forragens
(R?<0,52). Este facto pode ter ficado a dever-se aos efeitos de matriz, decorrentes da

heterogeneidade destes alimentos.
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No estudo de Landau et al. (2005) foi testada a utilizagdo de NIR nas fezes para a
previsdo do teor da proteina bruta da dieta e digestibilidade in vitro da matéria seca em
caprinos. Neste caso, 0s dados espectrais brutos foram tratados com SNV, e as equacdes
foram desenvolvidas com recurso a regressdo PLS. A qualidade dos modelos foi avaliada pelo
R%c e pelo erro padréo de calibragéo. Foram utilizados dois conjuntos de dados que consistiam
em pares de dietas/fezes. Para o conjunto de dados de previsdo da proteina bruta da dieta
foram obtidos valores de R?c que variaram entre 0,90-0,98, sendo os valores obtidos na
validacdo externa (R?) compreendiam-se entre 0,55-0,85. Para o conjunto de dados de
previsdo de digestibilidade de matéria seca, observaram-se R’c de 0,85-0,97 e R? de 0,40-
0,73. Adicionalmente, a precisdo, avaliada com o auxilio da validagdo cruzada (com o erro
associado) e o R?v foram menores na estimativa da digestibilidade in vitro do que para a
proteina bruta da dieta.

Para além do NIR, também o intervalo MIR tem sido utilizado para semelhantes
determinagdes mencionadas acima. Assim, Cleland et al. (2018) testaram o uso do FTIR na
regiao MIR como ferramenta para prever a composi¢do quimica (matéria seca, proteina, NDF,
ADF, hemicelulose), digestibilidade in vitro da matéria organica e energia metabolizavel de
forragens. De acordo com estes autores, o desempenho dos modelos na regido MIR podera ser
superior a regido NIR em misturas complexas de forragens. Neste estudo, foram testados
varios pré-tratamentos (entre os quais SNV e a primeira derivada) e foram criados modelos de
previsdo, por exemplo, para a hemicelulose e a fragdo NDF que revelaram alta qualidade e
robustez (R%c de 0,92 e 0,86, respetivamente). Estes resultados indicam que a utilizacdo do
MIR, juntamente com um pré-tratamento de dados adequado, proporciona um bom
desempenho na previsdo de parametros quimicos e nutricionais. Isto deve-se ao facto das
caracteristicas espectrais na regido MIR serem mais passiveis de ser associadas a um
componente especifico, em comparacdo com a regido NIR, dai os modelos serem mais

robustos a prever a composicdo em misturas complexas.
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3. Materiais e Métodos

O objetivo deste trabalho incidiu em avaliar a utilizagdo das tecnologias FTIR para a
determinacdo da concentracdo em n-alcanos e LCOH em amostras de diferentes espécies
vegetais e amostras fecais de herbivoros domésticos em regime de pastoreio em areas
desfavorecidas de montanha.

As amostras utilizadas neste estudo foram recolhidas durante os anos de 2011 a 2013
no ambito do projeto intitulado “Conducta de pastoreo y respuestas productivas del vacuno y
equino cuando son manejados en brezales com diferente disponibilidade de superficie de
pradera, e impacto en la flora y fauna” coordenado pelo Dr. Koldo Osoro com a colaboragéo
de alguns investigadores do Departamento de Zootecnia da UTAD. Este projeto teve como
objetivo conhecer o comportamento alimentar destas espécies animais em comunidades
vegetais de montanha, informagdo necessaria para o desenvolvimento de sistemas de
producdo animal sustentaveis nestas areas consideradas desfavorecidas.

Este estudo foi realizado na estacdo experimental do Carbayal, Sierra de San Isidro,
Illano, oeste das Asturias (NO Espanha, 43° 19' N; 6° 54' O) localizada a 900-1000 metros
acima do nivel do mar em duas parcelas com distinta disponibilidade (80% e 25%) em
pastagem melhorada (L. perenne e T. repens) e vegetacdo arbustiva natural. A comunidade
vegetal caracteristica desta area de montanha e caracterizada por um mato natural de ericaceas
(Erica umbellata, Erica cinerea, Calluna vulgaria, Erica australis e Erica arborea) e tojo
(Ulex gallii). As espécies de herbaceas naturais sdo em geral gramineas, nomeadamente
Pseudarrhenatherum longifoilum, Agrostis capillaris e Agrostis curtissi. Durante a estacéo de
pastoreio (finais de abril e meados de novembro) foram utilizados 12 bovinos de carne da raca
Asturiana de los Valles, com peso vivo (PV) de 512 + 11.6 kg e 12 equinos cruzados,
principalmente Galego de Monte, com PV de 320 + 7.4 kg.

No presente trabalho, foram utilizadas 33 amostras de alimentos (Trifolium repens,
Erica spp., Lolium perenne, Ulex gallii, herbaceas, herbaceas do monte e gramineas),
recolhidas em junho, agosto e outubro, e 181 amostras de fezes (90 de vaca e 91 de cavalo)
também recolhidas em simultaneo e por cada animal. Estas amostras vegetais e fecais (Figura
4 e 5) foram previamente analisadas quimicamente de modo a estimar a qualidade nutritiva
dos alimentos. Foram preparadas para a analise de n-alcanos e alcoois de cadeia longa,
congeladas a -20°C, posteriormente liofilizadas e moidas por um crivo de 1mm. Seguidas

estas andlises, as amostras foram armazenadas em sacos de plastico sob vacuo.
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Figura 3-Exemplo de amostra de brejo utilizada para analise.

Figura 4-Exemplo de amostra de fezes de cavalos utilizada na
anélise.

3.1. Aquisicdo de espectros
Os espectros infravermelhos NIR e MIR foram registados recorrendo a um
espectrometro FTIR Thermo Scientific Nicolet iS50, equipado com um acessério ATR, para
aquisicdo dos espectros MIR, e DRIFT para aquisi¢do dos espectros no intervalo NIR (Figura
6). O instrumento é controlado pelo software Omnic, versdo 9.2.28, de Thermo Fisher

Scientific Inc.
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Figura 6-Espectrometro FTIR Thermo Scientific Nicolet iS50 equipado
com acessorio ATR e DRIFT (Thermo Scientific, 2012).

Testes preliminares foram realizados aos espectros, de forma a otimizar a relagao entre
a qualidade espectral suficiente para desenvolver o presente trabalho, e o tempo necessario
para o levar a cabo. Assim sendo os espectros MIR foram registados num intervalo de nimero
de onda de 400-4000 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™ e 64 scans registados para cada
espectro. Os espectros NIR foram recolhidos no intervalo de nimero de onda de 4000-14000
cm™, com uma resolucdo de 8 cm™, sendo registadas 128 aquisicdes para cada espectro. Entre
diferentes amostras foi sempre registado um espectro de background, sem colocacdo de
amostra, que foi automaticamente subtraido do espectro final obtido; este foi sempre obtido
com as mesmas condicdes de registo do espectro final. ApOs aquisicdo dos espectros, estes
foram guardados em formato “.csv”.

O nimero de aquisigdes ‘scans’ € importante para a determinagdo do nimero de vezes
que é registada a energia absorvida pela amostra a cada comprimento de onda. Quantos mais
scans, maior é a sensibilidade do equipamento para minimizar os ruidos, que provém de
contribuigdes aleatorias (Marten et al., 1989).

A resolucdo determina o intervalo minimo de numero de onda em que dois picos
diferentes podem ser discernidos. Resolugdes mais baixas (intervalos maiores) levam a que
seja menor o tempo necessario para que todo o comprimento de onda seja medido, mas
também a uma pior relacéo sinal-ruido, para além da menor quantidade de picos que podem
ser distinguidos. O aumento do nimero de scans contribui para 0 aumento da resolucdo, dado
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que o ruido pode, por vezes, impedir o discernimento de diferentes contributos espectrais que
formam picos (McCarthy & Kemeny, 2008).

Na aquisicdo dos espectros NIR, antes da colocacdo da amostra no detetor procedeu-se
a limpeza da superficie do mesmo com &lcool etilico, e colocou-se uma pequena porcao de
amostra em pé em cima do detetor de modo a abranger a totalidade da superficie do mesmo.

Na aquisicdo de espectros MIR, o procedimento de limpeza foi idéntico ao do NIR,
procedeu-se a limpeza da superficie do cristal 6tico com etanol (de modo a evitar efeitos de
memoria), e efetuou-se também a limpeza da aponta de aco do acessério ATR que contactava
com a amostra. A quantidade de amostra utilizada neste equipamento foi menor que a
utilizada no NIR, sendo esta colocada na superficie do cristal, e o acessorio ATR fechado,
para que ndo houvesse contato direto entre a amostra e a superficie do cristal. Neste
equipamento o background foi realizado entre cada espectro da mesma amostra e entre
amostras, assim como a limpeza com etanol. Em ambos os intervalos NIR e MIR, os registos
espectrais foram realizados a temperatura ambiente e no modo de absorvancia e para cada
amostra foi registada no minimo em triplicado para que se conseguisse um espectro medio

representativo a ser usado posteriormente na calibracdo.

3.2. Processamento dos espectros

Antes do desenvolvimento dos modelos de calibracdo, foram efetuados e testados
alguns pré-tratamentos aos dados espectrais, de modo a reduzir interferéncias, e surgimento
de artefactos espectrais nos mesmos. Inicialmente, procedeu-se a normalizagcdo dos espectros,
tanto no NIR como no MIR, para que 0s mesmos sejam comparaveis. Este processo permite a
correcdo de acordo com uma determinada intensidade. Todas as intensidades do espectro sdo
divididas pela intensidade ou area de pico selecionada, ou a intensidade média dos picos
espectrais existentes no intervalo em causa, que foi a abordagem utilizada (Labcognition,
2018). Isto permite destacar as diferencas de intensidade observadas nos picos, em varias
regibes espectrais, permitindo a extracdo de informag6es ndo acessiveis a partir de dados em
bruto (Kwasniewicz & Czarnecki, 2018).

Posteriormente procedeu-se a subtracdo da baseline dos espectros obtidos pelo MIR
para remover contribuicdes ndo vibracionais, e para isso recorreu-se a polindmios de 4°grau,
com 50 iteracBes para convergéncia. O uso da primeira derivada dos espectros foi também
testada como pré-tratamento, permitindo superar artefactos espectrais, como 0s desvios de

linha de base que podem permanecer apds 0s tratamentos espectrais anteriores, além de exibir
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melhor desempenho em trabalhos anteriores em relacdo ao uso dos espectros, para fins de
desenvolvimento de modelos de calibracdo através andlise estatistica multivariada. Este tipo
de tratamento permite expor as diferencas e isolar os diferentes picos de interesse (De Luca et
al., 2011).

A utilizacdo do processamento SNV foi também testada, de forma a colmatar as
diferencas de percurso/amostras, assim como produzir uma baseline mais uniforme e
melhorar a estrutura dos picos importantes. E um processo de normalizagio mais completo
que tem em conta o desvio padrdo dos dados. Os intervalos de desvio padrédo selecionados
foram os mesmos correspondentes as pré-selecGes das regies do NIR e MIR. Embora
melhore a precisdo dos resultados, ndo simplifica 0 modelo matematico e ndo reduz as
interferéncias sistematicas (Naes et al., 2002).

A pré-selecdo dos comprimentos de onda usados no processamento dos espectros é
uma das formas de melhorar a precisdo, aumentar a capacidade de previsdo dos modelos e
diminuir a complexidade dos mesmos (Xiaobo et al., 2010). Assim, no NIR foram usadas
duas regides distintas para proceder a analise multivariada e para testar a sua performance.
Usou-se o intervalo completo de 4001-14000 cm™ e o intervalo de 4000-9000 cm™ onde se
localizam os modos de combinacdo e sobretons. No MIR as regifes usadas foram de 770-
1800 cm™ (regido de baixa frequéncia) e de 2770-3700 cm™ (regido de alta frequéncia),
correspondentes a modos vibracionais fundamentais de interesse. O uso de duas regides

distintas foi aplicado tanto para as amostras das fezes como dos alimentos.

3.3.  Desenvolvimento de modelos de calibracéo

O desenvolvimento de um modelo de calibracdo e o seu sucesso dependem de varias
etapas. Uma delas € a selecdo de amostras para calibracdo, pois estas devem ser
representativas da variabilidade dos parametros em causa na matriz a ser utilizada. Outra das
etapas debruca-se nos métodos de referéncia, uma vez que o desenvolvimento de modelos
quantitativos requer um conhecimento prévio dos valores dos parametros em estudo (Dias,
1986).

Para a determinacdo das equacOes de calibracdo foram testados os varios pré-
processamentos mencionados, assim como os diferentes intervalos, de modo a desenvolver
um modelo viavel para determinagdo das concentracfes de n-alcanos e LCOH das amostras
selecionadas. A construgdo do modelo de calibracdo foi desenvolvida com recurso ao método

de regressdo multivariada PLS. Este processo foi aplicado para reduzir os dados espectrais a
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fatores latentes e ocorre até que o erro minimo entre os dados experimentais e a resposta
prevista seja alcancado. Dado que este se trata de um processo iterativo, as regressoes levadas
a cabo podem ser direcionadas para uma variavel dependente, levando a extracdo de f atores
correlacionados com a mesma, cujos valores foram previamente introduzidas no conjunto de
calibracdo (Wold et al., 2001). A grande vantagem do uso deste método é a sua robustez, que
permite que os parametros do modelo ndo se alterem de maneira significativa quando novas
amostras sdo acrescentadas ou retiradas ao conjunto de calibracdo (Geladi & Kowalski, 1986).

Inicialmente foram introduzidos os valores de referéncia dos n-alcanos e LCOH no
programa Omnic em cada espectro de cada animal ou alimento. Em testes preliminares foi
avaliado o uso da subtracdo de baseline, mas devido ao fraco desempenho observado, na
calibracdo foram usados espectros sem subtracdo de baseline, e os trés espectros com maior
similaridade entre si, para cada amostra.

Para a escolha do método de selecio foram tidos em conta os melhores valores de R? e
0os menores valores de RMSEP (entre a utilizacdo do espectro e da derivada) das
concentracdes previstas dos n-alcanos e LCOH, nas varias regides pré-definidas de NIR e
ATR. Todos os testes anteriores levados a cabo foram também aplicados aos dados espectrais
provenientes do pré-processamento dos espectros com SNV. O RMSEP e o R? de validagdo

externa foram usados para analisar e aferir quais os melhores modelos construidos.

3.4. Validacédo de modelos analiticos

Para otimizacdo dos modelos PLS é realizada uma validacédo interna (cross validation
ou leave-one-out), onde uma amostra é removida do conjunto de dados e um modelo de
calibracdo desenvolvido para o subconjunto que sobra, sendo utilizado para aferir e prever o
valor do parametro em causa para a amostra excluida. Este processo é realizado até que todas
as amostras tenham sido removidas pelo menos uma vez do conjunto de calibracdo para a
validacdo (Wold et al., 2001). Deste processo foi extraido o RMSEP.

Uma vez construidos os modelos de calibragdo, foi testada a sua capacidade preditiva
e performance para as condi¢des nas quais serd aplicado, e para tal, os espectros recolhidos
foram utilizados para a construcdo de conjuntos de dados maiores a serem usados para
procedimentos de validacdo externa, onde se utiliza um set externo de amostras (1/3) para
proceder a validacdo dos modelos 6timos ja conseguidos, e 2/3 das amostras para calibracéo
(conjunto de training para re-calibrar os modelos para previsao dos valores para as amostras

do conjunto externo de validagéo).
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Tanto no NIR como no MIR foram escolhidos aleatoriamente 184 espectros para
calibragdo e 92 para validacdo referentes aos equinos, em relacdo aos bovinos, 182 para
calibragéo e 93 para validacdo, nos alimentos foram utilizados 66 espectros para calibrar e 33
para validar (estas quantidades englobam os espectros em triplicado).

As amostras de fezes e alimentos usadas na validagdo foram analisadas nas mesmas
condi¢cdes das utilizadas no conjunto de calibracdo. Apos a recolha dos espectros, foram
calculados, a partir dos modelos de calibracdo, os valores previstos para as amostras do
conjunto externo de validacdo. O R? entre os valores analiticos previamente observados para
as amostras de calibracdo, e os valores previstos através dos modelos calibrados para amostras
de um set externo, foi usado para analisar a capacidade do modelo de prever valores para
amostras fora do conjunto de calibracdo, no que diz respeito aos parametros em causa (n-
alcanos e LCOH).

4. Resultados e Discussao

4.1. Valores analiticos

As concentracdes em LCOH e n-alcanos determinadas anteriormente por métodos
quimicos apresentam-se nos Quadros 1, 2 e 3. Em média, as concentracdes de LCOH
revelaram-se, tanto nas amostras vegetais como fecais, mais elevadas comparativamente as
concentracdes de n-alcanos. Estes resultados sdo consistentes com os reportados por Bugalho
et al. (2004), onde afirmam que os LCOH podem ser frequentemente encontrados em maiores
concentracdes que os n-alcanos. A destacar temos o LCOH 026, com concentracdes médias
entre amostras utilizadas, de 1139,29 mg/kg MS em amostras vegetais e 4451,9 vs. 3484,1
mg/kg MS em amostras fecais de bovinos e equinos, respetivamente. Este LCOH aparece em
elevadas quantidades principalmente em gramineas (Ferreira et al., 2017). No entanto, alguns
valores de n-alcanos apresentam também concentracdes elevadas principalmente os n-alcanos
de cadeia impar C29, C31 e C33, tanto em amostras vegetais como fecais, sendo tal facto
reportado por Ferreira et al. (2007; 2017) e Dove & Mayes (2005).
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Quadro 1 — Concentrac@es (mg/kg MS) em LCOH e n-alcanos nos alimentos utilizados neste estudo
provenientes de uma pastagem de montanha.

Parametros Min Max Média DP
020 12,90 188,96 64,50 124,49
022 31,20 675,34 184,14 455,48
024 51,53 495,84 179,53 314,17
026 96,03 4436,75 1139,29 3069,35
028 53,32 395,28 191,69 241,80
030 42,89 1420,05 335,59 973,80
C25 3,36 46,61 13,91 30,58
C26 0,00 6,93 3,11 4,90
C27 14,35 64,77 32,75 35,65
C28 3,78 70,38 11,60 47,09
C29 54,06 344,55 135,22 205,41
C30 4,54 45,39 18,74 28,89
C31 70,72 1141,14 396,45 756,90
C32 3,16 76,60 22,01 51,93
C33 3,44 593,70 160,25 417,38

Quadro 2 — Concentra¢@es (mg/kg MS) em LCOH e n-alcanos nas fezes de bovinos em pastoreio em

areas de montanha.

Parametros Min Max Média DP
020 8,88 131,72 53,51 86,86
022 113,43 473,28 197,94 254,45
024 187,53 397,79 273,89 148,68
026 2275,83 7202,05 4451,9 3483,36
028 388,99 946,64 605,18 394,32
030 298,11 4180,75 1265,34 2745,44
C25 14,69 69,90 32,32 39,04
C26 0,00 13,51 5,57 9,55
C27 22,72 120,40 58,26 69,07
C28 7,34 29,97 15,50 16,00
C29 134,56 561,57 293,76 301,94
C30 13,97 55,28 31,22 29,21
C31 299,66 3242,84 643,22 2081,14
C32 10,72 63,24 26,83 37,14
C33 116,16 442,29 224,79 230,61
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Quadro 3 — Concentrac@es (mg/kg MS) de LCOH e n-alcanos nas fezes de equinos em pastoreio em
areas de montanha.

Parametros Min Max Média DP
020 10,66 114,32 54,17 73,30
022 101,25 315,46 172,35 151,47
024 154,68 326,92 237,01 121,79
026 1025,01 6818,47 3484,05 4096,59
028 251,59 933,66 470,28 482,30
030 235,14 1555,59 713,28 933,70
C25 10,67 97,91 38,35 61,69
C26 2,29 20,06 5,74 12,57
C27 19,49 136,09 57,99 82,45
C28 7,81 27,52 14,76 13,94
C29 108,24 557,26 249,35 317,51
C30 11,89 49,20 24,65 26,38
C31 239,25 804,65 432,93 399,80
C32 8,99 47,92 15,43 27,53
C33 66,27 364,32 112,76 210,75

4.2. Atribuicdes Espectrais
Das amostras vegetais e fecais (bovinos e equinos) utilizadas neste trabalho, foram
feitas aquisicOes espectrais tanto no intervalo NIR como em MIR. Estes espectros sao

apresentados nas Figura 7 e 8, respetivamente.
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Figura 7-Espectros representativos de alimentos registados nos intervalos MIR (A) e NIR (B).
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Figura 8-Espectros representativos de fezes de bovinos e equinos registados nos intervalos MIR
(A) e NIR (B).

Em relacdo aos espectros registados no intervalo MIR (Figura 7 e 8 A) é visivel uma
zona de forte absorcdo, de 400-850 cm™, atribuida aos modos roto-vibracionais da &gua,
devido a forte contribuicdo da mesma (Elton & Fernandez-Serra, 2016). Na regido de 915-
1135 cm™, encontra-se um pico muito intenso, onde o modo vibracional dominante é o
elongamento (C-O). Este pico esta relacionado com um grupo funcional presente em diversas
moléculas bioldgicas, tais como proteinas, lipidos, metabolitos secundarios e agUcares. Este
podera ser determinante nos modelos para avaliagdo de LCOH, dados que estes compostos
contém na sua estrutura pelo menos uma ligagdo (C-O). Neste intervalo, também deve ser
considerada a presenca de contribuicdes relacionadas com a celulose (Nogales-Bueno et al.,
2017).

No intervalo de 1190-1485 cm™ ocorrem, simultaneamente, varios elongamentos
como (C-C), (C-O) acoplados a deformacdes (CH) e (OH) no plano. Alguns desses
elongamentos sdo associados a presenca de n-alcanos, assim como de alcoois. De facto, de
acordo Dias (1986), muitos dos modos vibracionais, neste intervalo, contém distintas
contribuicdes de modos vibracionais correspondentes a diferentes grupos funcionais.

Na regido compreendida entre 1480-1760 cm™, situam-se picos relacionados com os
elongamentos (C=C) e (C=0), que no caso deste estudo ndo tem relacdo direta com o0s n-
alcanos e LCOH a analisar (Dias, 1986).

Outros dos picos com importancia para a determinacdo de n-alcanos situam-se na
regido de alta frequéncia (2800-3000 cm™), no modo de elongamento (C-H). Este intervalo

corresponde maioritariamente a este tipo de compostos, mas também a agucares. Ja o0 pico
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observado na regido de 3000-3700 cm™ é atribuido a0 modo de elongamento (O-H) referente
as moléculas de agua, e outros sistemas contendo grupos hidroxilo. Deste modo, os dados
obtidos neste intervalo tem interesse na determinagdo de LCOH (Auer & Skinner, 2008).
Relativamente aos espectros recolhidos pelo NIR (Figuras 7 e 8 B), a atribuicdo de
picos de interesse a grupos funcionais especificos é mais complexa, uma vez que ndo existe
uma associacdo direta dos picos observados a modos vibracionais especificos. Ainda assim,
este intervalo tem revelado sucesso na estimativa de n-alcanos e LCOH, uma vez que se
conseguem calibragBes empiricas para a avaliacdo dos mesmos tirando partido das suas
contribuicdes para os espectros. Estes podem ser também avaliados indiretamente por estarem
consistentemente correlacionados com outros constituintes, que podem até ser maioritarios
(Dixon & Coates, 2009). No que diz respeito a atribuicdo espectral do intervalo NIR, de 4000-
5500 cm™ observam-se modos de combinacdo, de 5500-7500 cm™ o primeiro sobretom
(correspondente ao dobro da frequéncia do modo fundamental na sua origem), o segundo
sobretom é dominante de 7500-11000 cm™, e o terceiro de 11000-14000 cm™. Todos eles
correspondem a multiplos das frequéncias dos modos vibracionais fundamentais. No entanto,
a sobreposicdo em cada intervalo de sobretons de niveis diferentes, corresponde a distintos
modos fundamentais e impede a atribuicdo destes picos espectrais a grupos fundamentais

especificos (Xiaobo et al., 2010).

4.3. Equacdes de calibracéao

4.3.1. Previsdo de parametros para amostras vegetais

Para o intervalo NIR, os melhores resultados de calibracdo para os alimentos foram os
obtidos com o pré-tratamento dos espectros com SNV no desvio-padrdo de 4000-9000 cm™
com tendéncia para a derivada neste intervalo. Relativamente as calibracdes criadas para 0s
alimentos utilizados no estudo com recurso ao espectro NIR (Quadro 4), os dados obtidos
apresentaram para 0s LCOH coeficientes de determinagdo para a validacio cruzada (R%cv)
acima de 0,77. Nos n-alcanos obtiveram-se valores para 0 mesmo coeficiente acima de 0,71,
com tendéncia para estes serem mais elevados para os n-alcanos de cadeia impar de mais
elevadas concentragfes, nomeadamente os C31 e C33. O valor de previsdo mais baixo
verificou-se para o n-alcano C28, que apresentou um Rcv e coeficiente de determinacéo de
validagdo externa (R?v) de 0,03. O erro de previsdo (RMSEP) associado a este n-alcano foi

também o mais elevado (93,1%). Este facto pode ficar a dever-se a estrutura ndo linear deste
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n-alcano correspondente a um espectro especifico coincidente com o das matrizes utilizadas
(alimentos) sofrendo, assim, maior efeito de interferéncia das mesmas (Dias, 1986;
Luttschwager et al., 2013). Isto verifica-se na forte absorcdo na regido de 2850-3000 cm™
observada para este composto, e correspondente ao elongamento (C-H). Aqui, o n-alcano C28
pode estar a ser “camuflado” por todos os outros picos sobrepostos nesta regido. Picos
referentes a outros n-alcanos medidos e outros compostos presentes nas matrizes, fazendo
com que os modelos para a determinacdo deste n-alcano ndo tenham qualidade suficiente
(Dias, 1986; NIST, 2018).

De forma a avaliar a qualidade dos modelos desenvolvidos no presente trabalho, estes
foram comparados com os resultados obtidos por Ru et al. (2002), utilizando os R%cv. Neste
trabalho avaliaram-se apenas concentragdes em n-alcanos, tanto em pastagens como em fezes
de veados. Nas calibragdes desenvolvidas no NIR para as pastagens (a base de azevéem e
luzerna), estes autores obtiveram, em geral, coeficientes de determinacdo ligeiramente mais
elevados (Rcv > 0,79), comparativamente aos obtidos no presente estudo. Este facto pode
estar diretamente relacionado com o namero superior (119) de amostras vegetais utilizadas
por estes autores. Para além disso também se observou uma tendéncia para os valores de R%cv
serem mais elevados nos n-alcanos de cadeia impar (C31 e C33) que estavam presentes em
maiores concentracdes. Estes resultados sdo consistentes com 0s observados no presente
estudo, em que se verificaram, tal como referido anteriormente, R%cv mais elevados para 0s n-
alcanos presentes em concentracdes mais elevadas nas espécies vegetais. No entanto, é de
referir que a mesma relacdo (maior concentragdo/maior precisao) ndo foi observada para 0s
LCOH. De facto, o menor R%cv (0,77) foi observado no LCOH com concentracdo mais
elevada (026). Uma das possiveis explicacdes para este facto, podera ser a grande
variabilidade das concentrac6es deste LCOH nas amostras que foram utilizadas para o set de
calibracdo das equacbes. De facto, embora o valor médio de concentracdo seja elevado

(1139,3 mg/kg MS), as concentragcfes variaram entre um minimo de 96,0 e 4436,8 mg/kg MS.
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Quadro 4 — Coeficientes de determinacéo e erros associados a valores previstos de concentragdes de
n-alcanos e LCOH em amostras vegetais obtidos pelo NIR.

Calibracgéo Validacédo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | % Erro R°cv Erro | % Erro R*v
020 0,89 16,80 26,00 0,90 16,40 25,40 0,90
022 0,92 56,60 30,70 0,92 54,40 29,50 0,92
024 0,90 37,00 20,60 0,90 36,60 20,40 0,90
026 0,78 569,00 49,90 0,77 573,00 50,30 0,77
028 0,93 26,00 13,60 0,91 29,50 15,40 0,91
030 0,99 41,20 12,30 0,97 60,80 18,10 0,97
C25 0,89 2,60 18,60 0,90 3,70 26,20 0,90
C26 0,87 0,70 21,00 0,88 0,70 21,70 0,88
C27 0,94 3,70 11,30 0,87 5,90 17,90 0,87
C28 0,04 11,70 100,90 0,03 10,80 93,10 0,03
C29 0,77 36,90 27,30 0,78 33,40 24,70 0,78
C30 0,85 4,90 25,90 0,71 7,20 38,20 0,71
C31 0,97 66,90 16,90 0,97 65,70 16,60 0,97
C32 0,98 3,50 15,90 0,98 3,50 16,00 0,98
C33 0,98 29,60 18,50 0,98 29,70 18,50 0,98

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validagdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validacéo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsao

Para o intervalo MIR, o processo que deu origem a calibragdes com melhor qualidade
para a previsdo dos compostos foi a utilizagcdo da primeira derivada como pre-tratamento. Esta
apresentou melhores resultados quando somente utilizada a regido de baixa frequéncia (770-
1800 cm™). As calibracdes desenvolvidas neste intervalo, registado através do ATR (Quadro
5), apresentaram na generalidade valores de R?cv mais baixos que os obtidos através do NIR
(0,71 vs. 0,83, respetivamente) tanto para os n-alcanos (0,61 vs. 0,79, respetivamente) como
para 0s LCOH (0,86 vs. 0,90, respetivamente). Uma vez que no ATR € utilizada uma menor
quantidade de amostra a ser analisada, este fator tem como desvantagem a obtencdo de menor
visibilidade da mesma quando o feixe de luz a atravessa, podendo estar desta maneira a
“camuflar” os resultados obtidos (Dias, 1986). Desta forma pode resultar numa em menor
reprodutibilidade e consequentemente resultados menos bons. Isto, também podera dever-se
ao efeito de matriz (maior heterogeneidade fisica das amostras).

A relacdo observada anteriormente para o NIR, entre concentracdo do composto e a
precisdo da sua estimativa, foi também observada para o intervalo MIR. De facto, para os
LCOH os valores de R*cv mais elevados, foram observados para os LCOH 026, 028 e 030 (a
variar entre 0,85 e 0,90) cujas concentracGes sdo as mais elevadas. Da mesma forma, a

precisdo mais elevada foi observada para os n-alcanos C31 (R%cv=0,90) e C33 (R%cv=0,93),
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que apresentaram as concentragdes mais elevadas (396,5 e 160,3 mg/kg MS, respetivamente).
No entanto, ¢ de salientar que esta relacéo entre concentracdo do composto e a precisdo da sua
estimativa ndo se constitui como uma “regra”. De facto, num estudo realizado por Ru et al.
(2002), 0 n-alcano C35 com concentracdo média de 4,30 mg/kg MS foi um dos n-alcanos que
apresentaram um R?cv mais elevado (0,89).

Quadro 5 — Coeficientes de determinacgéo e erros associados a valores previstos de concentracfes de n-
alcanos e LCOH em amostras vegetais obtidos pelo MIR.

Calibracao Validacédo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | % Erro R°cv Erro | % Erro R*v
020 0,67 29,10 45,10 0,87 19,40 30,10 0,87
022 0,69 109,00 59,20 0,87 74,10 40,20 0,87
024 0,63 68,60 38,20 0,83 48,70 27,10 0,83
026 0,96 246,00 21,60 0,90 366,00 32,10 0,91
028 0,92 27,90 14,60 0,85 38,70 20,20 0,85
030 0,89 116,00 34,60 0,87 124,00 36,90 0,87
C25 0,15 8,10 57,90 0,12 8,20 58,80 0,12
C26 0,93 0,50 15,30 0,74 1,00 32,10 0,73
C27 0,30 12,70 38,80 0,31 13,00 39,70 0,31
C28 0,31 9,70 83,70 0,26 9,70 83,90 0,26
C29 0,57 48,10 35,60 0,58 50,50 37,30 0,58
C30 0,69 7,10 37,90 0,73 6,70 35,60 0,73
C31 0,79 165,00 41,60 0,90 122,00 30,80 0,90
C32 0,80 11,90 54,10 0,92 8,30 37,60 0,92
C33 0,79 93,50 58,30 0,93 60,30 37,60 0,93

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validagdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validacdo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsio

4.3.2. Previsdo de parametros para amostras fecais

Os resultados das equac@es de calibracdo NIR referentes aos n-alcanos e LCOH nas
fezes de bovinos e equinos estdo apresentados nos Quadros 6 e 7, respetivamente. Para este
intervalo e para ambas as espécies animais, 0s melhores resultados foram obtidos através do
pré-tratamento dos espectros com a 12 derivada, em particular no intervalo de 4000-9000 cm™.
Os resultados indicam previsdes na validacdo externa (R?v) similares para as duas espécies
(0,64). Para além disso, ndo se observou uma tendéncia para a superioridade dos valores de
R de um tipo de marcador em relagdo ao outro (n-alcanos e LCOH) entre as espécies

animais. De facto, os valores médios de R?v obtidos para os n-alcanos foram 0,67 vs. 0,65 e
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para os LCOH 0,60 vs. 0,62, para as fezes de bovinos e de equinos, respetivamente. Nos
LCOH, os valores de R? mais elevados foram observados para os LCOH 026 (0,92 vs. 0,90),
028 (0,64 vs. 0,83) e O30 (0,85 vs. 0,72), nas fezes bovinos e equinos, respetivamente, sendo
estes os LCOH que apresentaram as concentragfes mais elevadas nas amostras (Quadro 2).
Da mesma forma, os valores de R?v mais elevados para os n-alcanos no intervalo NIR foram,
em geral, observados para o C25 (0,90 vs. 0,90), C27 (0,89 vs. 0,85), C29 (0,90 vs. 0,91), em
geral presentes em concentracdes elevadas. No entanto, é de referir que a mesma tendéncia
ndo se observou para os n-alcanos C31 (0,20 vs. 0,88) e C33 (0,90 vs. 0,68), nas fezes
bovinos e equinos, respetivamente. Apesar destes n-alcanos apresentarem elevadas
concentragdes (643,22 e 112,8 mg/kg MS), ndo foi possivel uma boa previsdo. Este facto
pode ser devido ao elevado RMSEP associado (45,6%) a sua previsdo. Uma outra
possibilidade poderad ser a coincidéncia dos espectros destes compostos com as matrizes,

podendo estar a sofrer as interferéncias das mesmas (Dias, 1986).

Quadro 6 - Coeficientes de determinacdo e erros associados a valores previstos de concentrag@es de n-
alcanos e LCOH em amostras fecais de bovinos obtidos pelo NIR.

Calibracao Validacdo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | %Erro R°cv Erro | %Erro R*v
020 0,64 20,00 37,40 0,37 23,90 44,70 0,35
022 0,50 60,70 30,70 0,42 56,40 28,50 0,60
024 0,54 35,80 13,10 0,21 44,20 16,10 0,25
026 0,97 266,00 6,00 0,93 399,00 9,00 0,92
028 0,79 64,20 10,60 0,70 81,80 13,50 0,64
030 0,91 249,00 19,70 0,85 331,00 26,20 0,85
C25 0,95 3,30 10,10 0,91 5,10 15,80 0,90
C26 0,13 1,90 34,60 0,08 1,90 33,80 0,06
C27 0,93 6,60 11,30 0,90 8,50 14,60 0,89
C28 0,41 4,00 25,70 0,57 3,50 22,60 0,60
C29 0,95 23,60 8,00 0,90 38,70 13,20 0,90
C30 0,90 2,90 9,20 0,84 3,20 10,10 0,81
C31 0,14 298,00 46,30 0,14 293,00 45,60 0,20
C32 0,66 7,40 27,50 0,56 7,70 28,70 0,77
C33 0,94 19,10 8,50 0,91 22,90 10,20 0,90

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validacdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validacdo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsio
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Quadro 7 - Coeficientes de determinacéo e erros associados a valores previstos de concentragdes de n-
alcanos e LCOH em amostras fecais de equinos obtidos pelo NIR.

Calibracgéo Validacédo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | %Erro R°cv Erro | %Erro R*v
020 0,49 22,10 40,80 0,38 22,60 41,70 0,38
022 0,64 28,00 16,20 0,24 38,50 22,30 0,24
024 0,75 21,30 9,00 0,63 24,10 10,20 0,63
026 0,93 389,00 11,20 0,90 467,00 13,40 0,90
028 0,87 51,80 11,00 0,83 54,80 11,70 0,83
030 0,90 102,00 14,30 0,72 187,00 26,20 0,72
C25 0,93 6,70 17,40 0,90 8,30 21,70 0,90
C26 0,49 2,20 38,70 0,29 2,40 41,80 0,29
C27 0,87 11,00 19,00 0,84 12,40 21,40 0,85
C28 0,69 2,70 18,20 0,43 3,80 26,00 0,43
C29 0,93 36,60 14,70 0,91 42,80 17,20 0,91
C30 0,76 3,60 14,60 0,74 4,30 17,30 0,74
C31 0,83 52,40 12,10 0,88 49,60 11,50 0,88
C32 0,17 5,00 32,10 0,18 3,30 21,50 0,18
C33 0,41 30,70 27,20 0,68 14,00 12,40 0,68

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validagdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validacéo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsao

Tal como o referido anteriormente para o intervalo NIR, os modelos MIR para 0s
quais se observaram os melhores resultados para a avaliagdo das concentracdes de n-alcanos e
LCOH, foram os desenvolvidos com recurso a utilizacdo da primeira derivada dos dados
espectrais, essencialmente na regido de baixa frequéncia (770-1800 cm™). Nos Quadros 8 e 9
sdo apresentados os resultados das equacdes de calibragdo MIR referentes a determinacédo das
concentracdes de n-alcanos e LCOH nas fezes de bovinos e equinos, respetivamente. Os
resultados obtidos indicam diferencas de R?v para as amostras fecais de bovinos (0,70) e
equinos (0,57). Estas diferencas podem ficar a dever-se ao diferente tipo de matriz. De facto, a
maior homogeneidade das amostras de fezes de bovino relativamente as de equino facilitam a
leitura dos seus espectros neste modo de aquisicdo. De acordo com Dias (1986), a radiacdo
utilizada no intervalo MIR é menos penetrante na amostra que a radiacdo NIR. Deste modo,
guanto mais homogénea for a amostra melhor seréd a determinacdo dos seus constituintes. Tal
facto verifica-se para os n-alcanos (R?v de 0,69 e 0,53) e 0s LCOH (R%v de 0,71 e 0,63) nas
fezes de bovinos e equinos, respetivamente.

Para ambas as espécies animais, no intervalo MIR os valores mais elevados de R?v

foram observados para os n-alcanos de cadeia impar que apresentaram concentracfes mais
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elevadas, designadamente o C25 (0,88 vs. 0,88 para fezes de bovinos e equinos,
respetivamente), o C27 (0,90 vs. 0,82 para fezes de bovinos e equinos, respetivamente) e o
C29 (0,90 vs. 0,92 para fezes de bovinos e equinos, respetivamente). No entanto, tal como
observado para o intervalo NIR, o R observado para 0s outros n-alcanos presentes em
elevadas concentracbes (i.e. C31 e C33) foi relativamente baixo e variou com a espécie
animal. De facto, os valores de R?v para 0s n-alcanos C31 e C33 nas fezes de bovinos foram
de 0,19 e 0,83, respetivamente, e, pelo contrario, para as fezes de equinos foram de 0,76 e
0,29, respetivamente. Tal como referimos anteriormente para o intervalo NIR, esta menor
precisdo podera resultar da coincidéncia dos espectros destes compostos com as matrizes,
podendo estar a sofrer as interferéncias das mesmas (Dias, 1986). A semelhanca do observado
para a generalidade dos n-alcanos, os valores mais elevados de R?v foram observados para os
LCOH que apresentavam concentracdes mais elevadas, nomeadamente o 026 (0,90 vs. 0,85),
0 028 (0,86 vs. 0,80) e O30 (0,95 vs. 0,73) para fezes de bovinos e equinos, respetivamente.

Quadro 8 - Coeficientes de determinacao e erros associados a valores previstos de concentra¢@es de n-
alcanos e LCOH em amostras fecais de bovinos obtidos pelo MIR.

Calibracao Validacdo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | %Erro R°cv Erro | %Erro R*v
020 0,61 19,90 37,20 0,48 21,50 40,20 0,48
022 0,56 51,00 25,80 0,60 46,50 23,50 0,60
024 0,55 28,10 10,30 0,46 30,60 11,20 0,46
026 0,93 366,00 8,20 0,90 436,00 9,80 0,90
028 0,89 43,40 7,20 0,86 47,40 7,80 0,86
030 0,94 199,00 15,70 0,95 190,00 15,00 0,95
C25 0,91 4,60 14,20 0,88 5,00 15,40 0,88
C26 0,28 1,70 30,20 0,23 1,70 29,60 0,23
C27 0,92 7,50 12,90 0,90 8,20 14,10 0,90
C28 0,65 3,10 19,70 0,66 2,80 18,10 0,66
C29 0,90 34,30 11,70 0,90 35,00 11,90 0,90
C30 0,89 2,70 8,60 0,78 3,80 12,20 0,78
C31 0,19 279,00 43,40 0,19 282,00 43,80 0,19
C32 0,84 4,60 17,30 0,82 5,10 18,90 0,82
C33 0,84 29,20 13,00 0,83 30,30 13,50 0,83

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validacdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validagéo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsdo
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Quadro 9 - Coeficientes de determinacéo e erros associados a valores previstos de concentrac@es de n-
alcanos e LCOH em amostras fecais de equinos obtidos pelo MIR.

Calibracgéo Validacédo Cruzada Validacéo
externa

Coef. Det. RMSEC Coef. Det. RMSEP Coef. Det.
R°c Erro | % Erro R°cv Erro | % Erro RV
020 0,31 22,40 41,40 0,36 22,60 41,70 0,36
022 0,58 29,00 16,80 0,37 38,20 22,20 0,37
024 0,75 21,80 9,20 0,59 24,00 10,10 0,59
026 0,86 562,00 16,10 0,85 596,00 17,10 0,85
028 0,84 55,30 11,80 0,86 54,90 11,70 0,86
030 0,77 160,00 22,40 0,73 186,00 26,10 0,73
C25 0,93 7,00 18,20 0,88 8,70 22,60 0,88
C26 0,26 2,40 42,00 0,24 3,30 57,30 0,24
C27 0,88 10,80 18,60 0,82 12,80 22,10 0,82
C28 0,44 3,50 23,40 0,39 4,20 28,30 0,39
C29 0,95 29,60 11,90 0,92 38,10 15,30 0,92
C30 0,69 4,30 17,60 0,50 5,20 21,10 0,50
C31 0,84 53,50 12,40 0,76 61,40 14,20 0,76
C32 0,06 4,70 30,70 0,01 4,90 31,80 0,01
C33 0,34 28,90 25,60 0,29 30,10 26,70 0,29

R’c — Coeficiente de determinagio de calibragio; R?cv — Coeficiente de determinacdo de validagdo cruzada; R’ — Coeficiente de

determinacéo de validacéo externa; RMSEC — Erro médio quadratico de calibragdo; RMSEP — Erro médio quadratico de previsao

Nos estudos de Ru et al. (2002) e Keli et al. (2008) ¢é notoria a tendéncia para 0s n-
alcanos de cadeia fmpar apresentarem melhores valores de R°c e posteriormente R°cv, uma
vez que apresentam maiores concentragdes nas amostras. Estes resultados foram consistentes
com os obtidos neste presente trabalho. Apesar dos autores nao utilizarem um set de amostras
externas para validar o modelo, é possivel comparar os seus valores de validacdo interna
(R?cv) com os obtidos pelo nosso trabalho. Ru et al. (2002) obteve um R%cv para os n-alcanos
C25, C27 e C29 de 0,90 e Keli et al. (2008), para 0s mesmos constituintes um R%cv de 0,92.
No presente trabalho os valores de R?cv que obtivemos foram similares para 0s mesmos
marcadores, 0,90 e 0,89 nas fezes de vacas no intervalo NIR vs. MIR, respetivamente e 0,88 e
0,87 nas fezes de cavalos no intervalo NIR vs. MIR, respetivamente. Apesar de termos
utilizado um set de amostras externo para validar os modelos, as diferencas que obtivemos

entre os R%cv e R?v ndo foram consideraveis.
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5. Conclus6es

A técnica FTIR é uma técnica versatil que permite avaliar varios pardmetros quimicos
e nutricionais de dietas, através de diferentes matrizes (alimentos e fezes). E um método
simples, preciso, ndo destrutivo das amostras, de determinacdo rdpida e com um custo
significativamente mais baixo que as analises convencionais.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o melhor modelo para prever as
concentracdes em LCOH e n-alcanos nas amostras vegetais foi 0 NIR. Apesar de néo ter sido
possivel o desenvolvimento de um modelo de calibracdo para um n-alcano, o C28, todos 0s
coeficientes de determinacio obtidos para um conjunto externo de amostras (R?v), revelaram
ser bastante promissores, com valores a variar entre 0s 0,71 e 0,98.

Comparando técnicas (MIR/NIR), observamos que o seu desempenho variou com as
matrizes utilizadas (amostras fecais de bovinos vs. equinos). Para as amostras fecais de
bovinos, as melhores estimativas para as concentracdes de n-alcanos e LCOH foram
registadas no intervalo MIR, possivelmente devido ao facto da matriz ser mais homogénea. Ja
para o intervalo NIR, ndo se observou o efeito da matriz, sendo o valor de R>v médio destes
marcadores igual nas duas matrizes. Em geral, houve uma tendéncia para as melhores
estimativas obtidas pelas duas técnicas serem observadas nos LCOH 026, 028 e 030, e nos
n-alcanos de cadeia impar C25, C27, C29, C31 e C33, que nas amostras apresentavam as
concentracdes mais elevadas.

Com base nos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que a selecdo da
técnica a utilizar podera depender do tipo de matriz, sendo a homogeneidade fisica das
matrizes um dos fatores mais importantes para o seu sucesso. No entanto, de modo a melhorar
a precisdo e robustez dos modelos criados para as estimativas das concentracGes destes
marcadores, terd de ser aumentada a base de dados (maior variabilidade de amostras) usada

para as calibrac6es destes modelos.
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