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RESUMEN

La espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS por sus siglas en inglés) ha sido
utilizada ampliamente en diferentes areas: farmacéutica, agricultura, y nutricion animal por que
puede disminuir los costos de los experimentos, reduciendo el tiempo de obtencién de resultados
y predecir la composicidn de la muestra analizada. En México no existe informacion y constatacién
de los beneficios del NIRS en muestras obtenidas de contenido ileal y de heces de cerdos para
determinar la composicidon quimica de estos, por lo que el objetivo de este trabajo es realizar la
calibraciones y predicciones de la composicién quimica ya que pueden ser utilizados para
experimentos posteriores de digestibilidad . Para lo cual se utilizaron 222 muestras de heces y 119
muestras de contenido ileal obtenidas de experimentos previos de digestibilidad realizados en
cerdos. Se realizaron tres calibraciones, la cual nos ayuda a correlacionar el espectro de una muestra
con los componentes de interés, estas fueron una para muestras de heces y dos para muestras de
contenido ileal. Los constituyentes por predecir en las muestras de heces fueron materia seca (MS),
proteina cruda (PC) y energia (E), para las muestras de contenido ileal fueron Proteina cruda,
Treonina (Thr), Lisina (Lys) y leucina (Leu). El tratamiento matematico empleado fue el modelo
estadistico de cuadrados minimos parciales, la primera o segunda derivada y los filtros de Savitzky-
Golay. Los estadisticos obtenidos para la MS (%) de muestras de heces fueron la media 93.43, Ia
desviacidn estandar (DE) 2.48, el coeficiente de determinacion (R?) 0.87, el error estandar de la
calibracion (SEC) 0.83, error estandar de la prediccion (SEP) 1.15, el error estandar de la calibracidon
cruzada (SECV) 1.39, la proporcion DE/SEP 2.16 y la proporcidn de la desviacion de prediccion (RPD)
1.78, para PC (%) media 20.05, DE 6.65, R*0.98, SEC 0.95, SEP 1.19, SECV 1.60, SE/SEP 5.59 y RPD
4.16, y para E (kcal/kg) fue media 4444.36, DE 268.65, R?0.94, SEC 60.80, SEP 95.30, SECV 106.31,
DE/SEP 2.82 y RPD 2.53. El resultado para la primera calibracion de contenido ileal fue PC (%) media

15.57, DE 2.15, R20.98, SEC 0.33, SEP 0.64, SECV 1.02, DE/SEP 3.34 y RPD 2.11, para el aminoacido



Thr (%,PC) media 0.71, DE 0.36, R20.67, SEC 0.209, SEP 0.187, SECV 0.230, DE/SEP 1.94 y RPD 1.57,
para Leu (%PC) media 0.85, DE 0.21, R? 0.95 SEC 0.040, SEP 0.102 SECV 0.102, DE/SEP 2.07 y RPD
2.07 y para Lys (% PC) media 0.58, DE 0.28, R20.93, SEC 0.077, SEP 0.143, SECV 0.217, DE/SEP 2 y
RPD 1.31, la segunda calibracién de contenido ileal se realizd solo para el aminodcido lisina donde
los estadisticos creados por el NIRS fueron Lys (%) media 0.58, DE 0.28, R20.92, SEC 0.070, SEP 0.115,
SECV 0.137, DE/SEP 2.48 y RPD 2.08. Los resultados con muestras de heces indican que las R*fueron
altas para PC (0.98) y E (0.94), en el caso MS fue el mas bajo (0.87), la mejor robustez (DE/SEP) fue
para PC seguida de E y MS y finalmente la prediccidn fue excelente para PCy buena para E lo que
indica que pueden ser aplicables. En el caso de MS fue bajo. Los resultados para contenido ileal
arrojaron altas R?a PC, (0.97) Leu (0.95) y Lis (0.93) excepcidn de Thr que fue el més bajo (0.67), la
robustez de la calibracion (DE/SEP) fue buena para PC, Leu y Lys y el caso de Thr fue menor (1.97),
la prediccion (RPD) para PC y Leu fue buena pero no suficiente para predecir Lys y Thr,
interesantemente al realizar la calibracién solo para Lys mejord la robustez (2.00 a 2.48), la
prediccién (1.31 a 2.08) y bajé una unidad porcentual el R?(0.93 a 0.92). El uso del NIRS mejord la
rapidez de la obtencién de los resultados fuertemente 3min contra 7.40min y el costo por muestra

disminuyd un 83 %.

PALABRAS CLAVE: Espectroscopia, contenido ileal, heces, cerdos.



ABSTRACT

Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) has been widely used in different areas:
pharmaceutical, agriculture, and animal nutrition because it can reduce the costs of experiments,
reducing the time to obtain results and predict the composition of the analyzed sample. In Mexico
there is no information and verification of the benefits of NIRS in samples obtained from ileal
content and from swine feces to determine their chemical composition, so the objective of this
work is to carry out the calibrations and predictions of the chemical composition already that can
be used for subsequent digestibility experiments. For which it will be used in 222 stool samples
and 119 ileal content samples obtained from previous digestibility experiments carried out in
swine. Three calibrations were carried out, which helps us to correlate the spectrum of a sample
with the components of interest, these were one for stool samples and two for ileal content
samples. The constituents to be predicted in the stool samples were dry matter (DM), crude
protein (PC) and energy (E), for the ileal content samples were crude protein, Threonine (Thr),
Lysine (Lys) and leucine (Leu). The mathematical treatment used was the statistical model of
partial least squares, the first or second derivative and the Savitzky-Golay filters. The statistics
obtained for the DM (%) of stool samples were the mean 93.43, the standard deviation (SD) 2.48,
the coefficient of determination (R?) 0.87, the standard error of the calibration (SEC) 0.83, the
standard error of the prediction (SEP) 1.15, the standard error of the cross-calibration (SECV) 1.39,
the ratio SD/SEP 2.16 and the proportion of the prediction deviation (RPD) 1.78, for PC (%) mean
20.05, SD 6.65, R? 0.98, SEC 0.95, SEP 1.19, SECV 1.60, SD/SEP 5.59 and RPD 4.16, and for E (kcal/kg)
combustible medium 4444.36, SD 268.65, R? 0.94, SEC 60.80, SEP 95.30, SECV 106.31, SD/SEP 2.82
and RPD 2.53. The result for the first ileal content calibration was PC (%) mean 15.57, SD 2.15, R?
0.98, SEC 0.33, SEP 0.64, SECV 1.02, SD/SEP 3.34 and RPD 2.11, for amino acid Thr (%, PC) mean

0.71, SD 0.36, R 0.67, SEC 0.209, SEP 0.187, SECV 0.230, SD/SEP 1.94 and RPD 1.57, for Leu (% PC)



mean 0.85, SD 0.21, R? 0.95 SEC 0.040, SEP 0.102 SECV 0.102, SD/SEP 2.07 and RPD 2.07 and for
Lys (% PC) mean 0.58, SD 0.28, R? 0.93, SEC 0.077, SEP 0.143, SECV 0.217, SD/SEP 2 and RPD 1.31,
the second ileal content calibration was performed only for the amino acid lysine where the
statistics created by the NIRS were Lys (%) mean 0.58, SD 0.28, R2 0.92, SEC 0.070, SEP 0.115, SECV
0.137, SD/SEP 2.48 and RPD 2.08. The results with stool samples indicate that the R? were high for
PC (0.98) and E (0.94), in the case MS was the lowest (0.87), the best robustness (SD/SEP) was for
PC followed by E and MS and finally the prediction was excellent for PC and good for E which
indicates that they may be applicable. In the case of MS it was low. The results for ileal content
showed high R? to PC, (0.97) Leu (0.95) and Lis (0.93) except for Thr which was the lowest (0.67),
the robustness of the calibration (SD/SEP) was good for PC, Leu and Lys and the case of Thr was
lower (1.97), the prediction (RPD) for PC and Leu was good but not enough to predict Lys and Thr,
interestingly when performing the calibration only for Lys the robustness improved (2.00 to 2.48),
the prediction (1.31 to 2.08) and R? dropped one percentage unit (0.93 to 0.92). The use of the
NIRS improved the speed of obtaining the carbonated results 3 min against 7.40 and the cost per

sample decreased by 83%.

KEY WORDS: Spectroscopy, ileal content, feces, swine.
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1. INTRODUCCION.

Las materias primas usadas para la formulacién de dietas para cerdos son principalmente cereales
y leguminosas ya que aportan Energia (E) y Proteina (P), los cereales son ricos en energia pero su
contribucion en aminoacidos (AA) es baja debido a dos razones: la primera es que solo contribuyen
entre el 30 y el 60% del requerimiento total de aminodcidos y la segunda es que son deficitarios en
lisina, un aminoacido esencial y el primer AA limitante (Boisen et al., 2000), por otro lado la pasta
de soya es rica en aminodcidos, particularmente en lisina, por lo que la inclusién de estas materias
primas hace que las dietas sean completas y que cubran los requerimientos tanto de E, P y AA. Sin
embargo, es importante entender que la cantidad y disponibilidad de la E, P y AA difieren entre los
ingredientes por la composicion quimica de estos (Choct, 1997) y por la variacidn existente dentro
de los mismos ingredientes (NRC, 2012; Stein et al., 2016), esta variacidn se origina por dos razones,
la primera es de origen intrinseco y se atribuye a la genética (Capper, 1988), el area geografica de
cultivo (Garcia-Rebollar et al., 2016), el tiempo de la cosecha y su almacenamiento (Angelovic¢ M et
al., 2018); la segunda es de origen extrinseco puede ser atribuida a los diferentes procedimientos
analiticos entre diferentes laboratorios (FAO 2004), por ejemplo debido a la variacidon del maiz
amarillo como fuente de energia se puede encontrar un amplio rango en el valor de nutriente como
se muestran a continuacion: Materia Seca (MS) 81.3 — 95.54%, Proteina Cruda (PC) 5.45 — 11.03%,
Fibra Cruda (FC) 0.15—-3.81%, Extracto Etéreo (EE) 1.14 —5.82%, Almiddén 48.72 - 76.38%, Lisina 0.13
- 0.37%, Energia Bruta (EB) 3675 — 4191 kcal y Energia Digestible (ED) 3118 — 3784 kcal, en el caso
de la ED puede existir una diferencia de 666 kcal (20%) teniendo un impacto en el comportamiento
productivo de los cerdos (NRC, 2012); esta variacién existente hace que la precision en la
formulacion sea un reto y es necesaria entenderla o de lo contrario podemos dar un aporte mayor
o menor del requerimiento, impactando negativamente la economia y el ambiente (excrecion de

nutrientes) asi como el comportamiento productivo, por un incremento del consumo. Por otro lado,



la digestibilidad de la E y AA de la materia prima es afectada por la composicidn quimica de los
ingredientes (Choct, 1997) y la maduracion del tracto gastro intestinal (Pluske et al., 1997 y Reis de
Souza et al, 2012), estos factores y la calidad de la materia prima también ocasionan variacién; esto
se puede ver en el caso de la pasta de soya donde se registran valores minimo y maximo de 2.89 —
3.53% del aporte total de Lisina, con un porcentaje de digestibilidad del 78.60 —99.30%, que resultan
en un contenido de aminodcido digestible que varia del 1.88 al 3.51% lo que provoca un impacto en

el consumo y econdmico mencionados anteriormente (NRC, 2012).

Para controlar esta variacion y reducir problemas, el analizar la composicion quimica de los
alimentos ha sido empleado en la investigacion por mds de 150 afios gracias a Henneberg vy
Stohmann en el afio 1859 en Weende, Alemania crearon y desarrollaron el analisis quimico
proximal. A través de los afios se han estandarizado los métodos analiticos (ej. PC) para los
laboratorios, un ejemplo es la International Association of Official Analytical Chemists International
(Asociacidon de Quimicos Analiticos Oficiales AOAC), el resultado es que se puede determinar la
composicion quimica de la materia prima y su aporte energético en cualquier laboratorio siempre y
cuando el personal sea capacitado, conozca los procedimientos y el laboratorio tenga un constante
control de calidad. El analizar muestras ha ayudado a crear mas informacién para el area de la

ciencia animal y también en el drea de nutricion a la hora de formular con precisién.

El analisis quimico proximal se convirtié6 en una herramienta poderosa que introdujo mayor
conocimiento y revolucioné la nutricién animal, por ejemplo, analizar la composicién quimica de
ingredientes (Molina, et al., 2009) o dietas (Noblet y Pérez, 1993) permitié crear ecuaciones para
predecir la energia digestible (ED), metabolizable (EM) o neta (EN) (Noblet et al., 1994). Los métodos
en el laboratorio también han sido utilizados para determinar la digestibilidad de la energia en
(Noblet y Pérez 1993), de la proteina (Adeola, 2001, Mariscal et al., 2014a), y biodisponibilidad de

minerales como fésforo (Almeida y Stein 2010) calcio (Gonzélez y Stein 2014, Gonzélez et al., 2015)

9



o minerales traza (Arredondo et al., 2019). La implementacion de técnicas ha ayudado a obtener
mejores muestras asi como de zonas especificas con animales vivos, por ejemplo las canulas a nivel
ileal han permitido obtener muestras de contenido ileal (Reis de Souza et al., 2000), estas muestras
pueden ser analizadas en el laboratorio para medir la digestibilidad de nutrientes antes de ser
fermentadas en el intestino grueso, por lo que se puede conocer la digestibilidad de los aminodcidos
(Adeola, 2001; Stein et al., 2007) incluso entender que una parte de la fibra afecta la pérdida
enddgena ileal de aminodcidos (Mariscal et al., 2017b), otras técnicas se han realizado in vitro
(Boisen y Fernandez, 1995; Sol et al., 2017) o incluso por técnicas de sacrificio de animales (Donkoh
et al., 1994), todas estas técnicas generan muestras que pueden ser llevadas al laboratorio y
analizarlas por diferentes métodos. Otras técnicas alternativas para toma de muestra y analisis en

el laboratorio han sido propuesta y utilizadas (Swiech, 2017).

Todo el conocimiento y avance que se ha logrado en la nutricidon porcina descrito en los parrafos
anteriores es gracias a que no solo se determina la concentracién del nutriente en el alimento sino
también en las muestras de contenido ileal y fecal ya que contiene informacion del nutriente no
digerido y que puede ser determinado y analizado para obtener resultados numéricos. Estas
herramientas son aceptadas e implementadas en muchos centros de investigacidn, sin embargo, a
medida que el experimento requiere de muestras con implementacién de técnicas mas precisas
(canulas), el costo del experimento se incrementa. Existen tomas de muestras invasivas al aminal;
ademas se requieren de instalaciones, equipos especializados y personal capacitado en los métodos
oficiales estandarizados. Los métodos pueden ser intensivos, laboriosos y el obtener los resultados
consume tiempo. Por tal razén es necesario contar con nuevas herramientas que sean precisas,

faciles de implementar, reproducibles, rapidas y que puedan disminuir los costos.

Una herramienta analitica que ha sido aplicada en la nutricién animal para reducir costos, por ser

rapida, no invasiva y de precision (Reeves, 2000; Ramaswamy et al., 2016) ha sido el uso del

10



espectrofotometro de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS por sus siglas en inglés). El
infrarrojo cercano (IRC) se localiza en el espectro magnético en medio de la luz visible y del infrarrojo
mediano, la longitud de onda abarca de los 780 a los 2500 nm y el nimero de ondas es de 4000 a
12800. El principio de su funcionamiento consiste en dirigir un haz de luz, el cual incide sobre la
materia y la hace vibrar, la energia del haz de luz es absorbida ocasionando que los compuestos
unidos a los atomos de hidrégeno vibren y la energia sea reflejada al NIRS resultando en un espectro,
estos espectros son analizados a través de métodos matemadticos con la finalidad de predecir
aquello que se esté evaluando. La aplicacion del NIRS en la nutricidon animal ha tenido resultados
alentadores y aplicables (Givens y Deaville, 1999), esto se debe por su rapidez y precisidén para
predecir de los ingredientes, la composiciéon quimica, (Ramirez et al., 2005; Owens et al., 2009),
contenido de aminoéacidos esenciales (Fontaine et al., 2001; 2002), concentracion de proteina
(Rosales et al 2011), cantidad de aceite y almiddn (Osborne et al., 1993) porcentaje de xilanos y
betaglucanos (Templeton et al., 2009), incluso digestibilidad (Pujol et al., 2007). Esta tecnologia no
se limita solo a ingredientes, sino también se ha implementado en heces (Chen et al., 2013). Las
heces son el residuo excretado del alimento después de pasar por todo el Tracto gastrointestinal
(TGI), indicando la digestibilidad del alimento, lo que ha llevado a determinar la digestibilidad de los
nutrientes a través de las heces por su facilidad de colecta y por no ser invasiva (Dixon y Coates,

2009).

De manera especifica, en la alimentacion del cerdo, el uso del NIRS ha sido poco utilizado para
predecir la composicién quimica en muestras de heces. Solo dos fuentes de energia (cereales) han
sido analizados con el NIRS para predecir su valor nutritivo y aporte de ED, es el caso de la cebada
(McCann et al., 2006; Zijlstra et al., 2011) y del maiz ED, EM (Li et al., 2016; Ferreira et al., 2018)
estos dos ultimos trabajos en cerdos en crecimiento. Una ventaja del NIRS es la generacion del

coeficiente de determinacién (R?) que indica la relacién lineal de los andlisis obtenidos por el
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laboratorio y los predichos por el NIRS, a través de la integracidon de ecuaciones, (Li et al., 2016).
Para generar ecuaciones mas precisas (R? cercano a 1) es necesario que el tamafio de las muestras
para realizar la calibracion represente la mayor variacién de los ingredientes a evaluar o de lo

contrario la prediccion no serd robusta (McCann et al., 2006).

Las propiedades fisicas de las muestras para analizar utilizando el NIRS pueden ser fresca o seca
demostrando la versatilidad de este equipo, pueden ser ingredientes, dietas, heces o contenido
ileal, esto hace que sea posible predecirla composicion de las muestras mencionadas anteriormente
lo que ha causado que las muestras de heces sean utilizadas para predecir materia seca y organica
(Mouazen et al., 2005), proteina cruda (Bastianelli et al., 2015), nitrégeno (Ye et al., 2005),
contenido de carbohidratos (Sorensen et al., 2007), fibra cruda, fibra detergente acida y fibra
detergente neutra (Schiborra et al., 2015) y la correlacion de elementos minerales como fosforo (Ye
et al., 2005), calcio (Saeys 2005a) y minerales traza (Yang et al., 2006). Bastianelli et al., (2015)
usaron 200 muestras (146 para calibracién y 50 validacion, 4 eliminadas) de un solo experimento
para predecir el contenido de nitréogeno y obtuvieron un valor alto para la proporcion de la
desviacidn de prediccion (RPD) de 2.44 pero con una R? para validacion cruzada de 0.85. Por otro
lado, los resultados de Schiborra et al., (2015) muestran que con 200 muestras de heces de cinco
distintos experimentos predijeron la materia organica, proteina cruda, fibra cruda, fibra detergente
acida y neutra adecuadamente, obtuvieron predicciones bajas para materia orgdnica (RPD 1.9) y
para proteina (RPD 2), en los casos de fibra el valor de RPD arriba de 3 es un valor excelente para

predecir el contenido de fibra.

La prediccién a través del NIRS del contenido de energia bruta en heces, asi como el contenido de

proteina y aminodcidos en contenido ileal de cerdos no existe informacién disponible.
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Es importante contar con un gran niumero de muestras para generar curvas de calibracion si
deseamos predecir varios constituyentes de una muestra (Mark, 1991), con la finalidad de tener una
adecuada capacidad para predecir utilizando el NIRS. La implementacién del NIRS para predecir
materia seca, energia, proteina y aminoacidos obtenida de muestras como heces y contenido ileal,
no se ha efectuado en México y no existen curvas de calibracion para que sean desafiadas al hacer
la validacién de estas, es por ello la necesidad de crear curvas de calibracién para poder predecir
constituyentes como materia seca, energia, proteina, y aminodcidos a partir de muestras de heces
y contenidos ileales, obtenidos de cerdos. El objetivo de este trabajo es generar el conocimiento y
las curvas de calibracidn a través de NIRS para muestras de heces y contenido ileal para predecir su

composicion y reducir los costos en los experimentos realizando en cerdos.
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2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Fundamento del NIRS

El espectro electromagnético indica la distribucion de la energia en conjunto de ondas
electromagnéticas, las ondas pueden distribuirse en longitudes largas con menor frecuencia y
energia (ej. ondas de radio) o ser longitudes mas cortas con mayor frecuencia y energia (ej. rayos
gamma) (Figura 1). El espectro electromagnético esta dividido por regiones de acuerdo con el
numero y longitud de las ondas emitidas, la region del infrarrojo se localiza entre la luz visible y las
microondas. El Infrarrojo se divide en tres segmentos: 1) Infrarrojo cercano (IRC) que abarca
longitudes de ondas de 780 a 2,500nm y 12,800 a 400cm™ nimero de ondas, 2) Infrarrojo medio
(IRM) con longitudes de onda de 2,500 a 5x10°nm y 4,000 a 200cm™ en nimero de ondas y 3)

Infrarrojo lejano (IRL) con longitudes de onda 5x10° a 10x10°nm eny 200 a 10cm™ nimero de ondas.

Es pectro visible por el ojo humano (Luz)

la00nm l450nm |s00nm  |550 nm 600nm | 650 nm 750 nm

t
Rayos Rayos Rayos % TR Infrarrojo Radar LIHF Onda media Frecuencia
césmicos | Gamma VHE  Ondacorta Onda larga ::;;:madamente

Microandas Radio
1im 1 pm 14 1nm 1 pm 1mm 1am 1m 1km 1 Mm

b 10°% 10* 1w?® 100F 10T 1w 10®° 10° w7 10 10° WY 107 10T w? wW? w! 1w@ 1w w' 10 w W’

de anda (m)

fraknda Mz 302 10% 102 10® 107 10® 107 w¥ wE 10 10® 107 100 10Y 10¥ w¥ 1007 w0 w¥ w* 1w?! 10°
{1 Zeta-Hz} {1 Exa-Hz {1 Peta-Hzh {1 Tera-Hz} 1 Giga-Hz 1 Mega-Hz {1 Kilo-Hz}

Figura 1. El espectro electromagnético. Frank, H. (2006). Electromagnetic spectrum.svg. Recuperado
de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Electromagnetic_spectrum-es.svg.

La radiacién emitida por las diferentes regiones del infrarrojo puede alterar la materia, por ejemplo,

la radiacion emitida por el IRL que incide sobre la materia puede modificar los dtomos y cambiar su
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estructura incluso la membrana celular (Sheppard et al., 2008). El uso del IRL se ha enfocado por la
alta radiacion emitida para procesos de secado con la finalidad de reducir la humedad de granos y
alimentos (Wilson 2016; Nimmola et al., 2007) y como técnica para descontaminar la superficie de
alimentos (Tanaka, 2007). Por otro lado, la caracteristica de la radiacidon emitida por el IRC es que
no modifica la estructura de la materia, sélo produce vibracién de sus atomos, por ello su amplio
uso en las diversas areas de la industria y produccién animal (Givens y Deaville, 1999; Osborne,

2006).

La liberacién de energia emitida por el NIRS en forma de radiacion incide sobre la materia lo que
ocasiona que los atomos de los enlaces organicos sean excitados y vibren al absorber la energia
emitida, posteriormente esa energia que estd siendo absorbida por la materia, ocasiona un
incremento de energia y esa energia es reflejada al NIRS y cuantificada por detectores. Los dtomos
mas ligeros como el Hy los mds pesados C, N y O se encuentran formando grupos funcionales como
C-H, N-H y O-H, estos grupos funcionales absorben la energia emitida y es reflejada al NIRS creando
bandas de absorcién que se deben a las combinaciones de tonos y sobretonos (Figura 2). La
proporcién y cantidad de estos grupos funcionales encontradas en las muestras hacen que la
muestra sea diferente y Unica, esta caracteristica mencionada hace que al escanear las muestras y
generar espectros estos sean Unicos al ser generados por el NIRS, ademas son especificos por los

enlaces con hidrégeno encontrados en las muestras.

El uso del NIRS nos ayuda a predecir con precision en las muestras su composicion quimica, esta
prediccién se puede obtener de dos formas: 1) La primera es de forma directa por la composicion
guimica de la muestra por ejemplo la materia seca, humedad, nitrogeno y carbonos son detectados
porque los grupos funcionales como C-H, N-H y O-H absorben energia. 2) De manera indirecta

cuando los constituyentes no pueden ser espectralmente activos, por ejemplo, los minerales no
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pueden ser predichos directamente, por lo que el uso de la correlacién en funcién de la composicidon

guimica puede ser utilizado y aplicado (Burns et al., 1992).

Wavelength (nm)

15000 — — 2500

Lt C—H combinations
IR i — 2200

e O-H, N-H
2500 —4------- s combinations

— 1800

C—-H 1st overtone
NIR L 1600 '

750 \ O-H, N-H 1st

\ overtone
Visible \ — 1420

\ C-H combinations
400 — \

\ — 1300 ¢ _H2nd overtone

190 = \

N-H 2nd overtone
\ O-H 2nd overtone
L 800 C—H 3rd overtone

Figura 2. Diferentes regiones del espectro electromagnético y la regién del NIR con su banda de
absorbancia por compuesto orgdnico. Osborne G. (2006). Near-infrared Spectroscopy in Food
Analysis.

Existen tres modos de colectar los espectros los cuales se muestran en la Figura 3 (Osborne, 2006).

1.- Transmitancia: La luz emitida pasa a través de una muestra clara o transparente y la energia es
absorbida por los enlaces organicos llegando a un detector para crear un espectro, este modo de

crear el espectro es mas utilizado para muestras liquidas como agua, alcohol, leche entre otros.

2.- Reflectancia: La luz emitida llega a la muestra ocasionando las siguientes reacciones: 1) reflejada
en la pared celular de la muestra, 2) ser absorbida por la muestra y reflejada en forma especular (la
luz no regresa al mismo punto de donde fue liberada) o difusa (la luz regresa al mismo punto donde
fue liberada) o 3) ser absorbida por la muestra. Los detectores se localizan en la misma posicién de
donde se emite la luz. Este modo de colecta del espectro es el mas utilizado en la agricultura y en
nutricién animal.
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3.- Transflectancia: Este modo es una combinacién de los dos modos anteriormente descritos ya

que la luz liberada puede atravesar la muestra (transmitancia) y a la vez es reflejada por la muestra.

IR~ C I g M =My M — — B

Fuente de ‘ 1y v/ N
'radiacion A\ Sl (/8 &\ \2 7/
1y || Detectores N |' Detectores
Transmitancia Reflectancia Transflectancia

Figura 3. Diferentes modos de interaccidn de la materia con la radiacion NIR.
Peinado (2005).

2.2 Calibracidén y Validacién

Antes de usar el NIRS como una herramienta para predecir, es necesario crear curvas de calibraciéon
para cada tipo de muestra que se desee analizar. Este proceso puede ser definido como la
conversion de la informacién espectral de la absorcién en los valores obtenidos con los métodos de
referencia en el laboratorio (Shenk y Westerhaus 1994). El objetivo de desarrollar la calibracién es
para encontrar una relacién entre la informacién espectral y el analito de interés (Reeves, 2000).
Obtener un modelo aplicable de prediccién esta influenciado por una adecuada calibracién, el
primer paso es definir cuantos constituyentes de las muestras se desea predecir para ver el tamafio
de la muestra ya que a mayor numero de constituyentes aumentara en nimero la cantidad de
muestras requeridas o de lo contrario los resultados no seran los esperados (Mark, 1991). El modelo
de calibracidon requiere mediciones de espectros de muestras de una poblacion que incluye todas

las variaciones en la prediccion futura (Cao, 2013), el origen de esta variacidn en el caso de pastizales
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puede ser la zona de cultivo, el tipo de riego, el uso de fertilizantes y el tipo de suelo. Esto lo
demuestran experimentos como el de Zijlstra et al., (2011) con una cantidad minima de 25 muestras
tuvieron una buena prediccidn para predecir solamente la energia digestible de la cebada debido a
gue tuvieron el nimero adecuado para explicar la variacidn, por otro lado, Owens et al., (2009)
utilizaron de 309 a 319 muestras para predecir 7 diferentes constituyentes. La calibracidon puede

realizarse por el tipo de poblacidn ya sea cerrada o abierta.

Poblaciones cerradas o especificas. Esto se refiere cuando tenemos el total de las muestras de
nuestro interés para escanear. Si el nUmero de muestras a escanear es demasiado grande y no
pueden ser escaneadas el mismo dia se debe tener en cuenta que factores como la humedad del
cuarto de trabajo durante el dia, cambiar el personal para escanear o escanear las muestras de
mayor calidad afectan al generar los espectros. Para escoger del total las muestras mas
representativas para generar la calibracion los métodos utilizados son: del total de las muestras por
azar escoger y escanearlas, el método mds completo y utilizado es escanear todas las muestras y
una vez ya escaneadas escoger aquellas muestras que puedan ser las mas representativas de
acuerdo con los resultados generados por el laboratorio. Independientemente de cual sea la
eleccidn entre estos tres diferentes métodos, es importante tener un conjunto de muestras que no
sean escaneadas con la finalidad que puedan ser utilizadas para validar que la calibracién realizada

es adecuada.

Poblaciones abiertas. La diferencia radica en que no tenemos el total de todas las muestras y que
éstas se van obteniendo durante el tiempo. Este uso puede ser practico ya que es utilizado para
predecir la composicién en base de espectros creados con otras muestras. La limitante radica en
gue solo puede predecir aquellas muestras de cierto lugar, cierta temporada o de lo contrario caera
en errores. El actualizar y agrandar la base de datos espectrales puede ser una herramienta para no

Caer en esos errores.
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2.3 Factores que afectan la obtencidn de un espectro.

Para ambos tipos de calibracién es importante no caer en el error de que el uso del NIRS eliminard

la necesidad de determinar la composicidon de las muestras a través de analisis del laboratorio

(Barton, 1989). Como se menciond previamente, existen factores que pueden afectar la obtencion

de los espectros resultando en una calibracién fallida o engafiosa. El poder conocer y controlar estos

factores ayudard a reducir la variacién. En el cuadro 1 se muestran los principales factores que

afectan en la obtencion de espectros confiables, asi como el efecto que estos tienen. En el mismo

cuadro se muestran las posibles soluciones para cada factor.

Williams y Thompson (1978) y

Fernandez et al., (2009) concluyeron que las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras (tamafio

de particula, temperatura, y humedad) afectan la calibracion y prediccién del NIRS.

Factor Efecto Espectral Solucion
Tamafio de particula Cambios basales Pre-tratamiento matematico
espectral

Temperatura
Muestras homogéneas

Diferente espectro utilizado

Espectrometro reparado u otro
diferente

Constituyentes fuera del rango
Diferentes muestras

Falla de la luz del instrumento

Cambio del pico espectral
Muestras no representativas

Cambio en los picos y en la
absorbancia

Cambio en los picos y en la
absorbancia

Calibracion inapropiada
Calibracion inapropiada

Determinacidn inexacta

Incluir diferentes temperaturas
en la calibracién

Moler mas finamente o dejarla
escanear mas tiempo

Volver a desarrollar la
calibraciéon o transferencia de
calibracion

Volver a desarrollar la
calibracién o transferencia de
calibracién

Afiadir una muestra con mayor
rango de valores

Afadir muestras antiguas o
desarrollar nueva calibracion
Ajustar o reparar instrumento,
usar la luz constantemente en
todo momento

Adaptado de Reeves, 2000.

Cuadro 1. Factores que afectan al obtener un espectro y la solucién para resolver dichos factores
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2.4 Estadisticos.

Realizar la calibracién es el primer paso, sin embargo, ésta tiene que ser evaluada por medio de
estadisticos (Cuadro 2), los cuales nos indican la utilidad y aplicacion de la calibracidn, su robustez,
el error de prediccion y de calibracién. Todos estos estadisticos son generados tomando como base

los estadisticos descriptivos de las muestras analizadas en el laboratorio.

Coeficiente de determinacién (R?). Estadistico ampliamente utilizado para la evaluacién de los
modelos generados por el NIRS; es la proporcidén de la variabilidad explicada por la ecuacién de
regresion (Westerhaus, 1989). Este mide la relacién lineal entre los resultados obtenidos en el
laboratorio por métodos estandarizados y los resultados predichos por el NIRS, valores bajos de un

R% son a menudo una indicacién de que los datos de laboratorio son imprecisos (Westerhaus, 1989).

Desviacion estandar (DE). Es la desviacidon o alejamiento existente de las muestras a la media de la

poblacion.

Error estandar de la prediccidn (EEP o SEP por sus siglas en inglés). Indica la desviacidn que tendra
para la prediccion de uno o varios constituyentes de su media que se esté evaluando. Indicador del
funcionamiento de la ecuacién en muestras desconocidas de una misma poblacidn (Westerhaus,

1989).

Error estdndar de la calibracidon (EEC o SEC este ultimo por sus siglas en inglés). Describe que tan
bien se ajustaron las muestras de calibracién, cuanto mayor sea el EEC mejor serd el ajuste

(Westerhaus, 1989). Los errores aleatorios de las muestras se encuentran aqui.

Error estandar de la validacién cruzada (EEVC o SECV). Nos mide la calidad de la prediccién de los

modelos.
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La proporcion entre la desviacién y el error estdndar de la validacién cruzada (RPD por sus siglas en
inglés). Un estadistico fuertemente utilizado para indicar el poder de la prediccidn y su aplicacion
en los constituyentes que se estén midiendo, este valor se obtiene al dividir la desviacién estandar
de las muestras analizadas en el laboratorio entre el error estandar de la validacion cruzada

generado por el NIRS (Chang et al., 2001, Malley et al., 2004, Pirie et al., 2005).

La proporcidn entre la desviacion y el error estandar de la prediccion (DE/EEP). Esta proporcion se
obtiene al dividir la desviacién estandar entre el error estandar de prediccidn y nos indica la calidad
y robustez de nuestra calibracidn en el NIRS. Un numero inferior a 2 nos indica una inadecuada

calibracion (Montes et al., 2006).

Estadisticos del Changetal., Pirie et al.,
Malley et al., 2004
NIRS 2001. 2005
RPD R2 RPD RPD R2
Excelente >2 >0.90 >2 Excelente >4 >0.95
Aceptable 14a2 >0.80 1.4a2 Suficiente 34 0.90-0.95
No aceptable <1.4 >0.80 <1.4 Moderadamente 2.25-3 0.80-0.90

satisfactorio

Moderadamente util 1.75-2.25 0.70-0.80

Poco confiable >1.75 <0.70

Cuadro 2. Estadisticos para evaluar los modelos de calibracién del NIRS.

Otros autores han clasificado las calibraciones en funcién del R? o el RPD. Williams (2003, citado por
Saeys et al., 2004) propone siete niveles para clasificar la calibracién en funcién del R? donde R?
<0.25 no es utilizable, R? de 0.26 a 0.49 la correlacién es muy pobre y es necesario investigar las

razones, valores de 0.50 a 0.64 es aceptable debido que mas del 50% de la variable Y es explicada
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por la variable X, de 0.66 a 0.81 la prediccidn es aproximada y como herramienta detectora, de 0.083
a 0.90 es utilizable para la mayoria de las aplicaciones incluso la investigacién, de 0.92 a 0.96 es
utilizable para la mayoria de las aplicaciones incluso el drea de control de calidad y por encima de
0.98 |a calibracion es utilizable para todas las areas. El R? nos indica la calidad de la calibracion de
los resultados generados por el NIRS obtenidos por el laboratorio con los resultados generados por

el NIRS, sin embargo, este valor no demuestra que tan confiable es nuestra prediccidn.

Por otro lado, Saeys et al., (2004) realizaron cinco niveles para RPD, lo cual indicé que un valor de
RPD <1.5 la calibracion no es utilizable, de 1.5 a 2 indica la posibilidad de distinguir entre valores
altos y bajos, los valores entre 2 y 2.5 permiten hacer predicciones cuantitativas aproximadas, en el
caso de valores entre 2.5 y 3 la prediccidon es buena y valores superiores a >3 la prediccion es

excelente.

2.5 Uso del NIRS en la alimentacion

En la naturaleza existe un fenémeno Ilamado: variacién. La variacidn indica una diferencia dentro
del mismo criterio. Tal variacién se encuentra dentro de una misma variedad de granos, asi como
entre diferentes granos. Esta variacién es inherente de cada materia prima y es originada por
factores intrinsecos, tales como: genética (Yang et al 2012), condiciones ambientales (Kindred et a/
2008 y Rotundo y Westgate 2009), zona geografica (Grieshop et al., 2001 y Garcia-Rebollar et al
2016) etc. Esta variacion también es afectada por factores extrinsecos, originada por el tipo de
procesamiento de la muestra, por ejemplo, Pedersen et al, (2014) evaluaron 138 granos secos de
destileria con solubles (DDGS) de tres cereales diferentes: maiz, trigo y una mezcla de cereales que
fueron procesados en 24 plantas diferentes de bioetanol, obtuvieron variacién entre las plantas

productoras de bioetanol debido a los diferentes métodos de extraccidn. Esta variacion tiene un
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impacto en la salud y comportamiento productivo del animal (Guzman et al., 2016 y Ivarsson y Neil

2018).

2.2.1 Maiz.

El uso de NIRS como herramienta para predecir el valor nutrimental del maiz ha sido empleado en
los ultimos afios. Rosales et al., (2011) utilizaron 276 muestras para predecir proteina, 756 para
treonina y 424 para lisina. Las R? fueron <0.63 para treonina y lisina y no existié correlacién de estos
aminodcidos con proteina. El RPD para proteina 3.79, y lisina 3.34 fueron excelentes y treonina 2.61
bueno. Fontaine et al., (2002) evaluaron 258 muestras para predecir proteina y aminoacidos,
teniendo valores de RPD altos (mayores a 4) para proteina, treonina y para metionina, lisina,
triptdfano, cisteina obtuvieron valores menores a 2.5. Montes et al., (2006) con un gran nimero de
muestras (2449 calibracién y 1084 validacién) lograron una excelente calibracion para materia seca
DE/EEP de 5.4, para la proteina (445 muestras calibracién y 50 validacion) fue de 3 y para almidon
(220 calibracion y 25 validacién) de 1.8. Una ventaja del NIRS es su versatilidad ya que se puede
trabajar con maiz molido (Zhonghai et al., 2015), maiz entero (Tallada et al., 2009) o salvado de maiz

(Templeton et al., 2009).

2.2.2 Trigo

El primer reporte de uso del NIRS se realizé para predecir lisina en el trigo (Rubenthaler y Bruinsma,
1979), obteniendo una R? de 0.96 con 77 muestras. Fontaine et al., (2002) analizé 213 muestras para
predecir proteina y aminoacidos; los valores de RPD para lisina y triptdfano fueron de 2.5y 2, para
metionina o cisteina mayores de 3 y para treonina y leucina de 4.5 y 6 respectivamente.
Garnsworthy et al., (2000) evaluaron 160 muestras de trigo para predecir materia seca, proteina
cruda, cenizas, almiddn, aceite y energia bruta, sus R? fueron 0.94, 0.90, 0.97, 0.78, 0.98 y 0.51

respectivamente y el valor de RPD fue de 2.92, 2.79, 4.06, 1.93, 1.70 y 1.36 respectivamente
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mostrando que pueden tener una fuerte relacién los datos analizados en el laboratorio y los
generados por el NIRS (excepto para energia bruta) pero con predicciones insuficientes para
almiddn aceite y energia bruta. Owens et al., (2009) investigaron si el efecto de secar las muestras
o no antes de ser escaneadas afectaba la calibracion y no encontraron diferencia para N, FDN y EB,
con 272 muestras secas obtuvieron una R? de 0.98 y un RPD de 7.69, excelente, para FDN la R? fue
de 0.60y el RPD de 1.41 y para EB la R? fue de 0.81 y el RPD de 2.11. Al incrementar el nimero de
muestras a 313 incrementaron los valores para N obteniendo una R? de 0.99 y un RPD de 10.98;
para FDN la R? fue de 0.61 y el RPD de 1.54 y para EB la R? fue de 0.87 y el RPD de 2.72 demostraron

gue la robustez de la calibracién afecta en la prediccion.

2.2.3 Soya

Fontaine etal., (2001) trabajaron 206 muestras obteniendo un RPD de 2.5 para cisteina y metionina,
y para lisina, treonina y triptéfano fue de 3.5, 5 y 4.5 respectivamente, siendo valores excelentes
para predecir. Kovalenko et al., (2006) determinaron la composicién de 18 aminoacidos en la soya
utilizando 5 diferentes equipos NIRS y 3 métodos de regresidn, aunque los resultados fueron
diferentes en las 15 combinaciones posibles, estos resultados demostraron que los aminodacidos
leucina, arginina, lisina, histidina, tirosina, fenilalanina, glicina, asparagina, alaninay prolina tuvieron
los mejores RPD y treonina y cisteina los menores. Por otro lado, otro estudio que demuestra el
alcance del NIRS para predecir la proporcién de acidos grasos encontrados en el aceite de soya fue
realizado por Karn et al., (2017), quienes utilizaron 687 muestras de aceite y los acidos grasos
estudiados fueron el palmitico, esteérico, oleico, linoleico y linolénico, sus R? fueron de 0.80, 0.95,
0.98, 0.98 y 0.92 respectivamente y los valores de RPD fueron 1.57, 3.34, 5.53, 4.85, 1.69
respectivamente. Estos resultados demuestran que la calibracion fue magnifica para estearico,

oleico y linoleico y poco confiable para palmitico y linolénico. Por la repetividad y exactitud este

24



método (NIRS) ha sido introducido por la Asociacion Americana de Quimicos de Cereales (AACC)

para medir el contenido de proteina, aceite y humedad en los granos intactos de soya.

EI NIRS ha sido aplicado en pasta de girasol, chicharos, harina de pescado y de carne (Williams et al,,
1985, Fontaine et al., 2001 y Wang et al., 2013), diferentes cereales (Bruno Soares et al., 1998,
Fontaine, 2002), como rapido detector de aflatoxinas y hongos en cereales (Fernandez-lbafez et al.,

2008, Tao et al., 2018), y también para calidad de alimento (Stuth et al., 2003).

2.6 Uso del NIRS en las heces.

El alimento que el cerdo ingiere tiene que fluir a lo largo del tracto digestivo donde las secreciones
enddgenas del animal (ej. enzimas, acido clorhidrico) realizan la digestion con la finalidad de
exponer a los sustratos y que estos puedan ser absorbidos en el intestino delgado, aquellos sustratos
gue no pueden ser digeridos, pasan al intestino grueso donde se fermentan. Los residuos que no
fueron absorbidos ni aprovechados por el animal deben ser excretados como heces. Por lo tanto,
las heces pueden ser utilizadas ya que ellas contienen informacién de la porcidn del alimento que
no fue digerido y al sacar la diferencia del total podemos obtener la digestién del alimento. Esta

herramienta ha sido utilizada y es llamada, digestibilidad aparente del alimento en el tracto total.

Para estimar esta ultima, es necesario determinar tanto en el alimento y en las heces su
composicion, para ello la necesidad de utilizar los métodos de laboratorio que nos brinden la
informacién deseada es de suma importancia. Estos procedimientos consumen tiempo,
incrementan los costos y suelen ser laboriosos, el NIRS ha sido utilizado para predecir la materia
seca, proteina y energia de las heces, en el Cuadro 3 se resumen trabajos para predecir estos

constituyentes.

2.6.1 Materia Seca.
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Se ha estudiado la materia seca en heces y el mayor constituyente que altera su prediccion es el
agua, en la regidn del NIRS, los picos anchos alrededor de 1450 — 1900 nm resultan de la absorcion
de energia por los enlaces O-H del agua (Saeys et al 2005b), por lo tanto, el mayor contenido de
agua o humedad en la muestra tendrd un efecto sobre los espectros. La mayor investigacion y
trabajos publicados son en rumiantes y los trabajos encontrados para cerdos han sido en estiércol
semiliquido. El método empleado en la obtencidn de los espectros con este tipo de heces ha sido el
de transmitancia. El trabajo realizado por Saeys et al (2005b) con cuatro diferentes muestras de
heces (heces liquidas a heces semisdlidas), mostrré que en las muestras liquidas aumentd la
absorcion en todas las regiones del espectro y las muestras con menor humedad (mayor contenido
de materia seca) dieron como resultados picos de agua mas pronunciados en la regién comprendida
entre los 1450 y los 1900 nm, estos autores concluyeron que el uso de la transmitancia incrementd
36 unidades porcentuales el valor de RPD (con reflectancia 1.99 vs transmitancia 2.71), el mismo
tipo de respuesta se observé en los valores de R’ incrementdndose 14 unidades porcentuales
(reflectancia 0.75 vs transmitancia 0.86). La humedad afecta mucho la prediccion de los
constituyentes y en los coeficientes. Por ejemplo, Steyaert et al., (2012) con 174 muestras
obtuvieron un RPD de 1.13 y una R%cde 0.29 indicando que esta calibracién para predecir no podia
ser utilizada. Landau et al., (2004) con 83 muestras de igual forma obtuvieron un RPD bajo (1.97) y
aunque su R%cfue de 0.83 no tuvo una buena calibracién para este constituyente. Sgrensen et al.,
(2007) ha sido uno de los pocos trabajos con una excelente calibracién, ya que obtuvieron un RPD
de 6.20 y R%cde 0.97, otro trabajo con buenos resultados fue el realizado por Saeys et al (2005a) con
un RPD de 3.22 y una R%cde 0.91 concluyendo que el NIRS es una herramienta Util para predecir la

materia seca en las heces.

2.6.2 Proteina
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Medir la cantidad de proteina ingerida, asi como la excretada en las heces ha sido una metodologia
importante en los experimentos para medir su digestibilidad. Predecir el contenido de nitrégeno o
proteina a partir de muestras de heces ha sido ampliamente examinado, obteniendo calibraciones
gue sean utiles y con muy buena capacidad de prediccidon. Lyons et al., (1992) realizaron uno de los
primeros estudios en el que analizaron muestras de heces de vacas lactantes y vacias (54 utilizadas
en la calibracién y 18 en la validacién) obteniendo una R? de 0.63, siendo un valor muy bajo para
utilizarla, en este trabajo no se determind su RPD. Reeves et al., (2001) obtuvieron una R* de 0.88
al trabajar con 207 muestras en heces de aves y una R? de 0.83 con 124 muestras. En 2001, Smith y
colaboradores reportaron valores inferiores a 2 de RPD, DE/EEP 1.92, un valor moderadamente alto
de R%;, 0.88 y un valor alto de R%, 0.99. Boval et al., en (2004) utilizaron 86 muestras de heces de
grandes rumiantes y obtuvieron una alta capacidad de prediccién, reportando un valor alto de RPD
4.56 y para las R>cde 0.98 y R?, de 0.95. Landau et al. (2004) con heces de 143 pequefios rumiantes
obtuvieron un RPD de 5.47 y con una alta R%c 0.98. Ye et al., 2005 colectaron heces de distintas
especies: gallinas ponedoras 111 muestras, pollos de engorda 95 muestras, heces de cerdos frescas
88y secas 39 y de ganado lechero 72 muestras. En todas las calibraciones de heces para las distintas
especies obtuvieron un RPD superior a 3, concluyeron que fueron excelentes para predecir, en el

caso de R%cel rango fue de 0.87-0.91.

Las caracteristicas fisicas de las muestras son de suma importancia para determinar el tipo de
método que debe emplearse para obtener el espectro deseado, Saeys et al., (2005b) escanearon
194 muestras de heces semiliquidas por dos métodos siendo estos el de reflectancia y de
transmitancia, todas las muestras fueron escaneadas el mismo dia para evitar algun error, los
resultados indicaron que el método de transmitancia dio una mejor prediccion obteniendo valores

para RPD de 3.48 comparado al valor de 2.99 obtenido con el método de reflectancia, de igual
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manera mejord la R%c de 0.89 a 0.92., estos altos valores de R%. también los reportaron Sgrensen et

al., (2007) alcanzando el valor de 0.94 y para el caso de DE/EEP fue de 4.3.

Li et al., 2007 también observaron que el tipo de analisis multivariado influye en los resultados, ya
que utilizando dos diferentes métodos multivariados (procedimiento multiple por pasos y los
cuadrados minimos parciales) obtuvieron una mejor R?c para cuadrados minimos parciales de 0.95
contra 0.93. Glasser et al. (2008), y Landau et al. (2008) obtuvieron valores altos de R*c0.93-0.96 y
0.84-0.94 respectivamente. Los primeros autores reportaron un RPD de 2.63 y 4.33 para dos
diferentes muestras; por parte de Landau et al., (2008) sus RPD fueron de 2.23 y 3.56. Xing et al.,
(2008) realizaron una calibracién util y con buena capacidad d predicciéon DE/EEP 2.88 y RPD 3.26
respectivamente, el valor de R%, fue de 0.92 y para R?.,de 0.91. Muchos de estos trabajos han sido
aplicados en las especies de aves, rumiantes y fauna silvestre (Steyaert et al., 2012), en muchos de
los experimentos anteriormente descritos las muestras en el caso de los cerdos han sido
semiliquidas con la finalidad de estandarizar el excremento como fertilizante. Pocos estudios en el
area de cerdos han sido publicados y han sido recientes. Bastianelli et al., 2015, Schiborra et al.,
2015 y Nirea et al., 2018 con heces secas para predecir nitrégeno y proteina. Bastianelli et al., 2015
con 196 muestras (150 de calibracion y 46 de validacion) de una sola dieta experimental reportaron
una baja prediccidn, valor de RPD de 2.44 y su utilidad (DE/EEP) con un valor de 1.69 fue también
bajo. Sus coeficientes de R%;, R% y R%. fueron 0.88, 0.60 y 0.85 respectivamente. Schiborra et al.,
2015 con 200 muestras obtuvieron un valor de RPD de 1.97 con una capacidad de prediccién baja,
la R%, fue de 0.84 y la R?, fue de 0.74. Nirea et al., 2018 con un mayor nimero de dietas de (cuatro
diferentes dietas) obtuvieron un RPD casi excelente (2.96), la utilidad de la calibracion (DE/EEP) fue

muy buena 3.11; finalmente las R%., R%y y R%. fueron de 0.89.

2.6.3 Energia
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Los coeficientes de digestibilidad de la energia se obtienen al medir las calorias consumidas en el
alimento y restandole de las calorias excretadas en las heces. La determinacién de la energia bruta
del alimento y heces se obtiene usando una bomba calorimétrica. Smith et al., (2001) determinaron
la energia bruta de 143 muestras de heces en aves obteniendo una R%c y una R% de 0.86 y 0.88
respectivamente indicando que pueden ser utilizables pero su RPD y DE/EEP fueron muy bajos 1.88
y 1.61 respectivamente. Por otro lado, Bastianelli et al., (2007) con 200 muestras obtuvieron la R%
0.99y el RPD de 8.93 obteniendo una excelente prediccion. De la Roza et al., (2015) evaluaron en el
NIRS 220 muestras de heces de aves y cerdos (80 de calibracién y 15 de validacién para aves y 100
de calibracion y 25 de validacion para cerdos) para predecir la energia bruta y mostraron valores
buenos de R? 0.94 para aves y 0.97 para cerdos y de RPD 2.65y 3.51 aves y cerdos respectivamente.
Ellos observaron que la calibracidén de heces de aves no puede predecir la composicidn de las heces
en cerdos porque en las muestras de heces de cerdos existié mayor absorcién espectral que en las
heces de las aves y existe un contenido mayor de energia en heces de cerdos que en heces de aves.
Dixon y Coates (2009) también concluyeron que una calibracidn en el NIRS de una especie no puede
ser utilizada para predecir la composicion de heces de otra. Sin embargo, en el mismo estudio De la
Roza et al., (2015) no mencionaron cuantas muestras fueron eliminadas y cuantas fueron utilizadas
para la calibracién en ambas especies. En un trabajo reciente Nirea et al., (2018) escanearon 198
muestras (158 para calibracion y 40 para validacion) de heces de cerdos obtenidas en cuatro
experimentos y reportaron altas relaciones de R%;, R% y R%, 0.92, 0.90 y 0.91 respectivamente; un
RPD de 3.14 y una DE/EEP de 3.38 lo cual indica una buena capacidad de prediccidén para energia

bruta.

2.7 Uso del NIRS en contenido ileal.

En la presente revision no se encontrd ningun trabajo donde utilizaran el NIRS para predecir la

composicion del contenido ileal. Existe escasa informaciéon de estudio en los que se haya
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determinado la digestibilidad ileal de dietas experimentales, algunos trabajos fueron realizados

hace tiempo, por ejemplo, Harrison et al., 1991 reportaron al utilizar el NIRS para predecir Lisina

que el R%:fue 0.75 para cerdos y 0.77 en aves, concluyeron que el nimero de muestras afecto estos

bajos valores. Van Kempen y Simmins (1997) utilizaron el NIRS para predecir la digestibilidad de

aminodcidos de dietas simples como soya, trigo, harina de pescado, de carne y subproducto de pollo

donde obtuvieron valores para R’cde 0.62, 0.55, 0.72, 0.88 y 0.70 respectivamente, estos autores

también trataron de predecir otros aminodcidos como: metionina, aminodcidos azufrados vy

treonina con resultados que indican que el NIRS puede ser una herramienta con resultados rapidos,

pero interpretarlos con cautela.

No. de muestras SECV SEC RPD SEP R%* Especie Referencia
Materia seca
194 21.15 1.99 0.75 Cerdos Saeys et al., 2005b
194 15.52 2.71 0.86 Cerdos Saeys et al., 2005b
6.20 0.97 Cerdos y Vacas lecheras Sorensen et al., 2006
172 1.18 1.13 0.29 Osos Steyaert et al., 2012
Energia
200 3343 0.11 8.93 0.99 Pollos Bastianelli et al., 2007
46.37 30.26 3.51 53.59 0.97 Cerdos DelaRozaetal., 2015
198 26 120 3.14 1.3 0.92 Cerdos Nirea et al., 2019
Nitrogeno
207 0.88 Pollos Reeves 2001
124 0.83 Pollos Reeves 2001
0.19 2.00 0.19 0.88 Pollos Smith et al., 2001
111 487 0.23 0.92 Pollos Ye et al., 2005
95 3.32 0.13 0.80 Pollos Ye et al., 2005
72 428 0.11 0.88 Vacas lecheras Ye et al., 2005
458 0.02 0.91 Cerdos Ye etal., 2005
88 3.49 0.01 0.83 Cerdos Ye et al., 2005
0.94 Cerdos y Vacas lecheras Sorensen et al., 2006
194 1.05 3.48 0.92 Cerdos Saeys et al., 2005b
194 1.22 2.99 0.89 Cerdos Saeys et al., 2005b
91 1.00 1.08 3.26 1.13 0.92 Pollos Xing et al., 2008
172 1.54 3.45 0.91 Osos Steyaert et al., 2012
196 0.09 0.08 244 0.13 0.88 Cerdos Bastianelli et al., 2015
Proteina
357 130 119 223 0.84 Cabras Landau et al 2008
132 090 0.80 3.56 0.94 Cabras Landau et al 2008
78 10.20 7.90 2.25 0.80 Vacas lecheras Decruyenaere et al 2012
132 6.00 5.00 4.33 0.96 ganado Landau et al 2016
200 15.03 11.84 1.97 0.84 Cerdos Schiborra et al 2017
198 18.80 18.10 2.96 17.90 0.89 Cerdos Nirea et al 2018

Cuadro 3. Resumen de la utilidad del NIRS para predecir materia seca, proteina y energia en heces.
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3. HIPOTESIS.

La calibracién realizada al utilizar el NIRS podrd predecir en heces de cerdos el contenido de
materia seca, proteina cruda y energia y en la digesta ileal de cerdos predecird el contenido de

proteina, lisina, leucina y treonina.

4. OBJETIVOS

Crear la calibracidon para materia seca, proteina y energia para predecir su contenido en muestras

de heces.

Crear la calibracidn para proteina, energia y aminodcidos para predecir su contenido en muestras

de contenido ileal.
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5. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizd en el Centro Nacional de Investigacion en Fisiologia Animal (CENID-Fisiologia),
en Ajuchitldn Querétaro. Las muestras de heces y contenido ileal se obtuvieron de experimentos
previos realizados entre los afios de 2012 a 2018, en los cuales se determiné la digestibilidad fecal
e ileal de materia seca (MS), energia (E) y proteina cruda (PC), y la digestibilidad ileal de los
aminoacidos (AA). Todos los experimentos se realizaron en el CENID de Fisiologia, los detalles estan
descritos en el Cuadro 4. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los principios rectores
internacionales para investigacion biomédica con animales (CIOMS 1985) y la Norma Oficial
Mexicana para la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Diario Oficial de la

Federaciéon 2001 Norma Oficial Mexicana -NOM-062-Z00-1999).

5.1 Animales, Jaulas y obtencién de muestras.

En los Cuadros 4 y 5 se muestra un resumen de las caracteristicas de los experimentos de donde se
obtuvieron las muestras: nUmero de muestras utilizadas, genotipo, peso de los animales, nimero
de dietas experimentales, caracteristicas de las dietas experimentales. En el Cuadro 4 se muestra la
informacién para las muestras de heces generadas de experimentos de digestibilidad fecal y en el
Cuadro 5 se registra la informacién para las muestras de contenido ileal generadas de los

experimentos donde se midié la digestibilidad ileal.

Todos los cerdos fueron alojados en jaulas metabdlicas individuales equipadas con comedores
semiautomaticos, bebederos de chupdn y charolas para la coleccién de heces. La temperatura fue
controlada de 19+2° con un extractor y el uso de las ventanas. Para mas informacion de las jaulas

metabdlicas ver Anexo 1.
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Exp 1

Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp7 Exp 8
Tipo de . . . . . . . .
. Digestibilidad Digestibilidad  Digestibilidad  Digestibilidad  Digestibilidad  Digestibilidad  Digestibilidad  Digestibilidad
experimento
N 51 20 50 23 32 32 10 10
- Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 20 x
. Fertilis 20 x Gperformance
Estirpe (Genetiporc®) Gperformance Gperformance Gperformance Gperformance Gperformance Gperformance Gperformance
P (Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®)
peso, kg 35+2.5 36+1.6 34+2.2 35+2.1 25+1.5 37+4.5 55+6 37+3.1
Sexo Machos Machos Machos Machos Machos Machos Machos Machos
No de dieta 11 4 10 5 8 2 1 1
1.- Caseina, 2.- Maiz con
enzima, 3.- Maiz sin 1.- Ajonjoli con
enzima, 4.- Sorgo con enzima, 2.- i i
. . L 1.- Caseina, 2.- 1 sorgo-Maiz,-
enzima, 5.- Sorgo sin Ajonjoli sin
L . . . Cartamo, 3.- Soya y Canolay
Composicion enzima, 6.- Trigo con enzima, 3.- . Exp. ,
. . . . Exp. Enzimas Cartamo, 4.- . o 2 Sorgo-Maiz,- Sorgo-Soya  Sorgo-Canola
de la dieta enzima, 7.- Trigo sin Pasta de Soya Digestibilidad
. . . . Cartamoy 5.- Soya y Canola
enzima, 8.- PS con enzima, sin enzimay 4.- .
. . Cartamo con enzima
9.- PS sin enzima, 10.- Pasta de Soya
Canola con enzimay 11.-  con enzima.
Canola sin enzima
Restringido2.5 Restringido2.5 Restringido2.5  Restringido2.5  Restringido2.5 Restringido2.5 Restringido2.5 Restringido2.5
Tino de veces su veces su veces su veces su veces su veces su veces su veces su
al:::nentacic'm requerimiento requerimiento de requerimiento de requerimiento de requerimiento de requerimiento de requerimiento requerimiento
de EM de EM de EM de EM de EM de EM de de EM de de EM de

mantenimiento mantenimiento mantenimiento mantenimiento mantenimiento mantenimiento mantenimiento mantenimiento

Cuadro 4. Informacidn acerca de los ocho experimentos donde se obtuvieron las muestras de contenido fecal
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Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4
Ti
ipo de Digestibilidad Digestibilidad Digestibilidad Digestibilidad
experimento
n 24 51 24 21
Fertilis 20 x Fertilis 20 x Fertilis 21 x
Estirpe Gperformance Gperformance Gperformance  Fertilis25xGP8(PIC®)
(Genetiporc®) (Genetiporc®) (Genetiporc®)
peso, kg 34+2.1 35+2.5 23.9+2.16 25+0.60
Mach Mach
sexo achos Machos castrados achos Machos castrados
castrados castrados
No de dieta 4 11 4 4
1.- caseina, 2.- Maiz
con enzima, 3.- Maiz
sin enzima, 4.- Sorgo
1-canola con enzima, 5.- Sorgo
2.- %) - e
sorgo(75%) sin enzima, 6.- Trigo 1.- PSy sorgo 1.- sorgo (BT-BK),
L canola (25%), . .
Composicion con enzima, 7.-Trigo  2.- PSy sorgo 2.- sorgo (BT-AK),
. 3.-sorgo (25%) - . f
de la dieta sin enzima, 8.-PScon  3.-PSy maiz 3.-Sorgo (AT-BK) y
canola (75%), . .
enzima, 9.- PS sin 4.-PSy AM 4.- Sorgo (AT-AK)
4.- sorgo (50%) - enzima, 10.- Canola
canola (50%). e
con enzimay
11.- Canola sin
enzima
Restringido2.5 Restringido2.5 veces  Restringido2.5 Restringido2.5 veces
. veces su su requerimiento de veces su su requerimiento de
Tipo de e o
. ., requerimiento de EM de requerimiento EM de
alimentacién o o
EM de mantenimiento de EM de mantenimiento

mantenimiento

mantenimiento

PS: Pasta de Soya, AM: Almidén de maiz

AT: Alto en taninos AK: Alto en Kafirinas

BT: Bajo en taninos BK: Bajo en Kafirinas

Cuadro 5. Informacion acerca de los cuatro experimentos donde se obtuvieron muestras de

contenido ileal.
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5.2 Analisis de laboratorio

Los andlisis quimicos para la determinacion de MS, PC, E y AA de las muestras de heces y contenido

ileal se realizaron en el Laboratorio del CENID-Fisiologia.

Las muestras de contenido ileal fueron liofilizadas y el excremento secado a 55°C durante 48 horas.

El contenido ileal liofilizado y las heces secas se molieron en un molino de laboratorio a través de
una malla de 0.5mm (Arthur H. Thomas Co. Philadelphia, PA, USA). Los analisis para determinar MS
y PC en las muestras se realizaron de acuerdo con los métodos oficiales 934.01 y 976.05 del AOAC
(AOAC 2000) respectivamente; como marcadores de digestibilidad se usaron 6xido de cromo, el cual
se analizo de acuerdo con la metodologia de Fenton y Fenton (1979) y el 6xido de titanio analizado
segun Myers et al., (2004). Para determinar AA la proteina se separd segun el método 994.12 (AOAC
2000), el cual consiste en hidrolizar las muestras a 110 °C durante 24 h en HCl 6 mol/L, los analisis
de AA se realizaron usando el método descrito por Henderson et al., (2000) en un HPLC (1100 HPLC
Hewlett Packard). Los andlisis de E se realizaron en una bomba calorimétrica adiabatica (1281, Parr,
Moline, IL). Para ver la metodologia de las técnicas en el laboratorio ver Anexo 2 La estadistica

descriptiva de estas muestras para heces encuentra en el Cuadro 6 y la del contenido ileal en el

Cuadro 7.

Variable. Observaciones. Media. Desv. Est. Rango (min-makx).
Materia Seca, % 222 93.4 2.4 77.6-97.5
Proteina, % MS 222 20.0 6.6 4.5-34.7
Energia, kcal/kg 222 4445 .4 268.7 3469.4 - 5323.9

Cuadro 6. Estadistica descriptiva con todas las muestras de heces.
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Variable. Observaciones. Media. Desv. Est. Rango (min-max).

Proteina, % 119 15.5 2.15 9.8—-23.3
Treonina, % 119 0.71 0.36 0.22-2.13
Leucina, % 119 0.85 0.21 0.21-1.31
Lisina, % 119 0.58 0.28 0.09-1.82

Cuadro 7. Estadistica descriptiva de todas las muestras de contenido ileal.

5.3 Procedimiento obtencién de muestras en equipo NIRS

Todas las muestras (heces y contenido ileal) antes de ser escaneadas se encontraban en
contenedores de plastico localizados en un almacén a una temperatura promedio de 23°C. La
temperatura promedio en el darea de escaneo donde se localiza el NIRS fue en promedio de 25°C.
Las muestras se colocaron en una copa de cuarzo y se escanearon usando espectrofotémetro FT-IR
Nicolet 6700 (Thermo Fisher Scientific, Inc), la generacién de espectros fue a través del programa
OMNIC. Los espectros se obtuvieron dentro la region del infrarrojo cercano (IC) (1000-2500 nm) y
la absorbancia de los datos se expresaron como el logaritmo del reciproco de R “(log 1/R)” donde
R=Reflectancia. Al generar un espectro este se enumerd de acuerdo con el nimero de experimento
gue le correspondia para tener un control e identificar dicho espectro. Los espectros generados se
guardaron para crear una base de datos. A los espectros generados se les agregaron los valores
obtenidos en el laboratorio, el tratamiento matematico empleado fue el modelo estadistico de
cuadrados minimos parciales, la primera o segunda derivada y los filtros de Savitzky-Golay con el

Software TQ Analyst v8. Las variables introducidas en el TQ Analyst v8 fueron: la composicién de la
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materia seca, proteina, energia y aminoacidos. Una vez introducidas las variables y la formacion de
los espectros, se vacio la informacién de los resultados obtenidos previamente de cada muestra en
el laboratorio del CENID-Fisiologia. La calibracion se realizé con 2/3 de las muestras y la validacion
con 1/3 ya fuera para muestra de heces o contenido ileal. La mejor prediccion fue en funcién del
coeficiente de determinacion (R?), error estdndar de la prediccidon (SEP), error estandar de la
calibracidn cruzada (SECV), la proporcion de la desviacion estandar entre SEP (DE/SEP) y la
desviacién estandar entre el error estandar de la calibracion cruzada (RPD). Las muestras “outlier”

se consideraron aquellas mayores a 2.5 DE y éstas fueron eliminadas.

5.4 Escaneo muestras de heces

Se obtuvieron 222 muestras de heces de experimentos previos. Los espectros se designaron al azar
para crear la calibracidén y validacion. El nimero de espectros asignados para realizar la calibracion
fue de 148 (2/3) y para la validacion fue de 74 (1/3) del total de las muestras de heces, el modelo
estadistico utilizado fue el cuadrado minimo parcial (CMP). Se usé el tratamiento matematico 1-4-
11-5, el primer nimero representa el grado de la derivada, el segundo el ancho del intervalo sobre
el cual se calcula la derivada, el tercero el nivel de suavidad y el cuarto el nivel del orden de la
polinomial. Se trabajé en la regiéon 6086.78 — 4057.91 cm™ de numero de onda. El total de
observaciones eliminadas fueron 20 quedando 129 para calibracidon y 73 muestras para validacion.
Las 20 muestras que fueron eliminadas se debid a que el valor medido y el predicho de la muestra
diferia mas de 2.5 veces entre si (t>2.5) y también aquellas muestras con un espectro fuera de la
poblacién de espectros (distancia Mahalanobis GH>3). En el Cuadro 8 se muestra la estadistica

descriptiva de las observaciones que se usaron para la calibracion, validacion y realizar la prediccién.
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Variable. Observaciones. Media. Desv. Est. Rango (min-max)

Materia Seca, %. 202 93.63 2.15 85.83-97.50
Proteina, % de MS. 202 19.53 6.48 4.50 - 29.20
Energia, kcal/kg. 202 4446.9 253.42 3684.2 - 4966.0

20 muestras fueron eliminadas

Cuadro 8. Estadistica descriptiva al eliminar las muestras atipicas de heces o con una distancia mayor

at>2.5.

5.5 Escaneo muestras de contenido ileal.

Se obtuvieron 119 muestras de experimentos de digestibilidad ileal. Las variables para las muestras
de contenido ileal fueron proteina cruda, aminoacidos: treonina, leucina y lisina. Los espectros se
generaron en la region del infrarrojo cercano 6085 — 4005 cm™, posteriormente al azar se asigharon
2/3 del total de las muestras para generar la calibracién y para desafiar nuestra calibracion se usé
la validacidn la cual se elabord con 1/3 del total de las muestras. El andlisis matematico que se utilizd
fue el cuadrado minimo parcial (CMP). El tratamiento matematico fue 1-4-13-6, el significado del
numero fue descrito en el parrafo anterior. El total de observaciones eliminadas representaron el
7.56% del total de muestras. En el Cuadro 9 se presenta la estadistica descriptiva de las

observaciones que se usaron para la calibracion, validacién y para realizar la prediccion.
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Variable. Observaciones. Media. Desv. Est. Rango (min-max).
Proteina, % 110 15.6 1.96 11.1-20.8
Treonina, % 110 0.73 0.36 0.32-2.13
Leucina, % 110 0.87 0.19 0.33-1.31
Lisina, % 110 0.58 0.27 0.17-1.82

Cuadro 9. Estadistica descriptiva al eliminar las muestras atipicas de contenido ileal o con una

distancia mayorat> 2.5.

5.6 Estadisticos

Determinar la aplicacion de nuestro modelo fue en funcidn a tres estadisticos: el coeficiente de

correlacién R? el cual indica la relacién lineal calculada de los analisis del laboratorio y los predichos

por el NIRS, el segundo fue la proporcién entre la desviacion estandar (DE) y el error estandar de

calibracion cruzada (EECV) abreviandolo (RPD), este estadistico indica la utilidad de la calibracion

realizada y por ultimo la proporcidn entre la DE y el error estandar de la prediccidn (EEP) indicando

la robustez de |a calibracién realizada.
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6. RESULTADOS

6.1 Espectros

Se generaron 222 espectros de muestras de heces de cerdos y 110 espectros de muestras de
contenido ileal. Todos los espectros fueron escaneados en la regién 1000 a 2500 (10000 a 4000 cm"
1 1a cual corresponde al Infrarrojo cercano. En la Figura 4 y 5 se muestra los espectros de muestras
de heces y contenido ileal respectivamente provenientes del mismo experimento donde se
determind la digestibilidad fecal y aparente de ingredientes por separado, estos espectros reflejan
una diferencia de acuerdo con el ingrediente utilizado con mayor absorcidon en ingredientes

provenientes de cereales (sorgo, maiz y trigo) y al final las fuentes proteina (canola y soya).

Del total de espectros y muestras escaneadas, solo existieron dos experimentos donde se pudo dar
un seguimiento ya que se determind la digestibilidad fecal e ileal, en las Figura 6 a 9 se muestra
como los espectros de heces en la regién 2200-2500nm (4500-4000 cm™) son superiores que los del
contenido ileal, pero en la regién 1000-2200 (10000-4500 cm™) fueron superiores los espectros en

las muestras del contenido ileal.

6.2 Heces

De las 222 muestras se eliminaron 20 muestras resultando 202 muestras para la ecuacidn de
calibracion, la eliminacién de estas muestras fue por “outlier” o que tuvieron una distancia mayor a
la t> 2.5. El rango para analizar los espectros en el NIRS se utilizé solo la regiéon de 4057-6086 cm'?
(longitud de onda) y el tratamiento matematico para las heces fue 1-4-11-5, el resumen de los

estadisticos generados por el NIRS se encuentra en el Cuadro 10.

Materia seca. La media y desviacién estandar para la materia seca fueron de 93.44 y 2.48

respectivamente con valores minimos de 77.69 y maximos de 97.50. El coeficiente de correlacion
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para materia seca fue 0.93 con una R?de 0.87 (Figura 10), los errores estandar de prediccién (SEP),
calibracion (SEC) y validacion cruzada (SECV) fueron 1.15, 0.82 y 1.39 respectivamente. Su RPD fue

de 1.78 y DE/EEP de 2.15.

Proteina. Su media y desviacién estdndar fueron de 20.04 y 6.66 respectivamente, mostrando
valores minimos de 4.50 y maximos de 34.75. Su coeficiente de correlacién fue de 0.98 con una R?
de 0.97 (Figura 11). El valor obtenido para SEP fue 1.19, para SEC 0.95, y para SECV 1.60. Los
estadisticos para RPD y DE/EEP fueron muy superiores a 4, obteniendo valores de 5.79 y 5.59

respectivamente.

Energia. La media fue de 4445.43, y una desviacion estandar de 268.78; el valor minimo fue de
3469.40 y el maximo de 5323.90. El coeficiente de correlaciéon fue alto 0.96 asi como la R 0.93
(Figura 12). Los resultados para los errores fueron para SEP 95.3, SEC 60.8 y SECV 106.31. Los

resultados obtenidos para RPD fueron de 2.52 y para DE/EEP 2.82.

Parametro Desviacion Estdndar Media R?> SEC SEP  SECV DE/SEP RPD
MS % 248 93.43 0.87 0.83 1.15 1.39 2.16 1.78
Proteina, % de MS 6.65 20.05 098 095 1.19 1.60 5.59 4.16
Energia, kcal/kg MS 268.65 4444.36 0.94 60.80 95.30 106.31 2.82 2.53

Cuadro 10. Estadistica descriptiva de los resultados de laboratorio y estadisticos del NIRS de

muestras de heces.
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Figura 10. Coeficiente de correlacion para materia seca de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de heces.
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Figura 11. Coeficiente de correlacion para proteina cruda de valores analizados por el laboratorio y

los predichos por el NIRS en muestras de heces.
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Figura 12. Coeficiente de correlacién para energia de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de heces.

6.3 Contenido ileal

Se realizaron dos calibraciones, en las dos calibraciones se contd con 119 muestras de las cuales se
eliminaron 9, la eliminacién de estas muestras fue por “outlier” o que tuvieron una distancia mayor
alat> 2.5, resultando en 110 muestras. El modelo que generd los mejores resultados fue al utilizar
los cuadrados minimos parciales y en la regién de 6085 — 4005 cm™ (longitud de onda), el resumen
de los estadisticos generados por el NIRS para la calibracion primera se encuentra en el Cuadro 11

y la segunda calibracién se encuentra en el Cuadro 12.

Proteina. La media y la desviacién estandar para proteina fueron de 15.57 y 2.15 respectivamente
con valores minimos de 9.8 y maximos de 23.3. El coeficiente de correlacion para proteina fue de

0.98 con una R?de 0.98 (Figura 13), los errores estandar para prediccidn (SEP), calibracion (SEC) y
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validacion cruzada (SECV) fueron 0.64, 0.33 y 1.02 respectivamente. Su RPD fue de 2.11 y DE/EEP

de 3.34.

Treonina. La media y la desviacidn estandar para treonina fueron de 0.71 y 0.36 respectivamente
con valores minimos de 0.22 y maximos de 2.13. El coeficiente de correlacién para treonina fue 0.82
y un R*de 0.67 (Figura 14), los errores estandar para prediccion (SEP), calibracidn (SEC) y validacion

cruzada (SECV) fueron 0.187, 0.209 y 0.230 respectivamente. Su RPD fue de 1.57 y DE/EEP de 1.57.

Leucina. La media fue de 0.85, y la desviacion estdndar de 0.21, el valor minimo fue de 0.21 y el
méaximo de 1.31. El coeficiente de correlacién fue alto 0.976 asi como la R? 0.95 (Figura 15). Los
resultados para los errores fueron para SEP 0.102, SEC 0.040 y SECV 0.123. Los resultados obtenidos

para RPD fueron de 2.07 y para DE/EEP fue de 1.70.

Lisina. La media fue de 0.58, desviacion estandar de 0.29, el valor minimo fue de 0.09 y el maximo
de 1.82. El coeficiente de correlacidn fue alto 0.965 asi como la R? 0.93 (Figura 16). Los resultados
para los errores fueron para SEP 0.143, SEC 0.077 y SECV 0.217. Los resultados obtenidos para RPD

fueron de 1.31y para DE/EEP fue de 2.00.

La segunda calibracion se realizé con el mismo procedimiento y estadisticos como se describe en el
parrafo anterior, pero solo se utilizé lisina. Los resultados demuestran una mejora en los estadisticos
de SE/SEP y RPD y una disminucién minima (un punto porcentual) para la R2. La media, desviacion
estandar, y los valores minimos y maximos fueron los mismos descritos en el parrafo anterior. El
coeficiente de correlacién fue alto 0.958 asi como la R? 0.92 (Figura 17). Los resultados para los
errores fueron para SEP 0.115, SEC 0.070 y SECV 0.137. El resultado obtenido para RPD fue de 2.48

y para DE/EEP fue de 2.08 (Cuadro 12).
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Desviacion
Media R? SEC SEP SECV DE/SEP RPD

Parametro Estandar

Proteina, % 215 15,57 0.97 0.33 0.64 1.02 334 211
Treonina, % 0.36 0.71 0.67 0.209 0.187 0.230 1.94 1.57
Leucina, % 0.21 0.85 0.95 0.040 0.102 0.123 207 1.70
Lisina, % 0.29 0.58 0.93 0.077 0.143 0.217 200 131

Cuadro 11. Estadistica descriptiva de los resultados de laboratorio y estadisticos del NIRS de

muestras de contenido ileal (primera calibracion).

Desviacion
Media R? SEC SEP SECV DE/SEP RPD

Parametro Estandar
Lisina, % 0.29 0.58 0.92 0.070 0.115 0.137 2.48 2.08

Cuadro 12. Estadistica descriptiva de los resultados de laboratorio y estadisticos del NIRS de

muestras de contenido ileal (segunda calibracién).
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Figura 13. Coeficiente de correlacidn para proteina cruda de valores analizados por el laboratorio y

los predichos por el NIRS en muestras de contenido ileal.
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Figura 14. Coeficiente de correlacidn para treonina de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de contenido ileal
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Figura 15. Coeficiente de correlacion para leucina de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de contenido ileal.
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Figura 16. Coeficiente de correlacion para lisina de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de contenido ileal (primera calibracion).
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Figura 17. Coeficiente de correlaciéon para lisina de valores analizados por el laboratorio y los

predichos por el NIRS en muestras de contenido ileal (segunda calibracién).

6.4 Comparacion NIRS y laboratorio

La determinacién de materia seca es la determinacién menos cara 60 pesos, el costo de la
determinacién de energia y proteina se estimd en 270 pesos por nutriente. El costo para los tres
constituyentes fue de 200 pesos al emplear el NIRS. El utilizar el NIRS para predecir los tres
constituyentes redujo un 66.66% el costo total. En el Cuadro 13 se resume el costo por muestra con

su repeticion.

Se escanearon un total de 341 muestras en el NIRS, el tiempo de escaneo por muestra fue de 3 a 4
minutos con la caracteristica que se escanea 70 veces esa misma muestra y con el propdsito de
predecir tres constituyentes. En el caso de los andlisis de laboratorio la determinacién de la materia

seca requiere de al menos 3 horas (método rapido) o hasta 18 horas (método lento); el tiempo
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empleado en la determinacion de la energia con su repeticidn fue de 40 minutos y para la proteina
fue de 4 horas, en las dos uUltimas técnicas se estd tomando en consideracién la preparacién de la
pastilla para determinar energia y el tiempo para preparar los reactivos en el caso de proteina, en

el Cuadro 14 se muestran los resultados.

Costo por muestra (con su repeticion).

NIRS. Laboratorio
Materia Seca 60
Energia 270
Proteina 270
Total 200 600

Cuadro 13. Comparacion de costos al usar el NIRS y el laboratorio para tres constituyentes.

Tiempo por muestra (con su repeticion).

NIRS. Laboratorio
Materia Seca 3 horas 18 horas
Energia 40 min 40 min
Proteina 4 horas 4 horas
Total 3 min 7:40 min 22:40 min

Cuadro 14. Comparacién de tiempos de proceso para obtener resultados de tres constituyentes
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7. DISCUSION

7.1 Espectros

La obtencion de los espectros generados para la longitud de onda fue correcta, Basurto et al., ( 2012)
adjunta informacion de Wehlin (1998) donde él organizd los constituyentes y los compuestos
guimicos que absorben la luz en relacion de la longitud de onda, los resultados del presente estudio
estuvieron de acuerdo con esa clasificacion. La composicidon o el arreglo de enlaces quimicos de una
muestra hacen que sean diferentes los espectros y por lo tanto Unicos, esto se aprecia muy bien en
las Figuras 4 y 5 mostrando diferente absorbancia para cada ingrediente no importando que se trate
de muestras de heces o de contenido ileal, esta diferencia se debe a la estructuracién y arreglo de
los enlaces de cada muestra (Tester et al., 2004). En la regién 1450nm y 1900nm correspondiente a
los enlaces quimicos de O-H (Saeys et al., 2005b), las presentes mediciones se obtuvieron estos
mismos resultados, interesantemente se observaron mayores picos en estas regiones para muestras
de contenido ileal que en heces, al revisar el comportamiento de los analisis del laboratorio se
observd que las muestras de contenido ileal tuvieron mayor humedad y por ello mayores picos en
esta regién que las muestras de heces. Las muestras de heces y contenido ileal fueron escaneadas
para generar los espectros con el método de reflectancia. Saeys et al (2005b) mostré como las
caracteristicas de las muestras (gaseoso, liquido o seco) tienen un efecto importante al generar los
espectros y por ende los resultados, ellos mostraron que el método por reflectancia fue el mejor
para las muestras, por lo tanto, nuestro método fue el adecuado y concuerda con otros trabajos

(Schiborra et al., 2015, Bastianelli et al., 2015 De la Roza., 2015 Nirea et al., 2018)

7.2 Heces

En los ultimos afios el uso del NIRS se ha incrementado con la finalidad de predecir la composicion,

digestibilidad e incluso metabolizacion de ingredientes enfocado a la nutricidén porcina, sin embargo,
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al realizar la revision de literatura para el presente estudio sdlo se hallaron 5 publicaciones
relacionadas a este tema, todos esos trabajos no tienen mas de cinco afios de haberse publicado.
Los resultados del presente trabajo para predecir la composicién quimica en las heces fueron
superiores o iguales de los trabajos publicados por: Schiborra et al., (2015), Bastianelli et al., (2015)
De la Roza., (2015) Nirea et al., (2018) y Hu et al., (2019); ademas con los resultados del presente
estudio se comprueba que la prediccién MS, PCy E al utilizar el NIRS es una herramienta que los
centros de investigacidon pueden utilizar con la finalidad de abaratar costos de los experimentos e

incrementar el desarrollo del conocimiento.

En este trabajo para realizar la calibracion, validacién y prediccidn se utilizaron muestras de heces
provenientes de 8 diferentes experimentos con diferentes dietas experimentales, la diversidad de
las materias primas utilizadas en las dietas ocasiond que existiera una mayor variacion en la base de
datos, como sucedid en los rangos de los nutrientes como la proteina y energia (Cuadro 6), por
tanto, es el primer estudio que contiene una gran cantidad de dietas experimentales y este factor
ocasiond gran variacion. Algo de importancia es que todos los ingredientes y dietas que se utilizaron

en las diferentes dietas experimentales son ampliamente utilizados en la produccién porcina.

Materia seca

La composicion de las muestras es afectada segun el érgano en que se colectan (ileal o fecal) debido
al proceso de digestion y de fermentacion al que se someten a través del tracto gastrointestinal,
Mariscal et al., (2014b) obtuvieron una mayor digestibilidad de la materia seca al comparar la
digestibilidad aparente del tracto total (88.6%) y la digestibilidad ileal aparente (87.7%) al usar una
dieta maiz-soya, en ambos casos para obtener estos resultados se determind la cantidad de materia
seca tanto en alimento, heces y contenido ileal, en el caso de las heces y contenido ileal se

registraron valores mas altos de materia seca en heces, ya que aunque gran parte de agua es
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absorbida en el intestino delgado (60%), la cantidad restante es absorbida en el intestino grueso
(Argenzio 2004), en el presente estudio las muestras con mayor materia seca fueron provenientes
de heces y con menor cantidad las de contenido ileal, por otra parte esta mejora casi de 1% en la
materia seca es debido a los procesos fermentativos que ocurren en el intestino grueso (Bach
Knudsen et al., 2012), la composicidn de las muestras en heces es mayor que a nivel ileal aparente.
Otro factor que altera la materia seca y la composicidn en heces es el tipo de fibra (Jha y Berrocoso

2015, 2016).

El contenido de materia seca es afectado por la cantidad de humedad dentro de la muestra. El
contenido de humedad tiene un impacto directo a la hora de generar un espectro, ya que el agua
incrementa la absorcidn de la luz produciendo una mayor absorcion en todo el espectro, por otro
lado, las particulas sélidas hacen que la luz sea reflejada disminuyendo la absorcion y generan
mayores picos, por ejemplo, la regién 1450 nm y 1900 nm corresponde a los enlaces quimicos de O-
H, por lo tanto, muestras mas solidas ocasionan picos mds pronunciados en estas regiones, estos
picos se presentaron en el presente estudio. El escanear las muestras en el NIRS depende de sus
caracteristicas fisica, en este estudio se utilizé la reflectancia para la materia seca ya que el tipo de
nuestras muestras eran sdlidas, y el modo de escanear asi fue el mas adecuado y concuerda con
otros trabajos (Saeys et al., 2004). Aunque la MS es de suma importancia para ajustar los nutrientes
excretados y determinar la digestibilidad, no encontramos ningun trabajo para predecir la materia

seca, este es el primer estudio en el que se predice la MS.

Para medir qué tan exacto fue la calibracion se utilizé R% el cual fue de 0.87, este resultado indica
gue la calibracién puede utilizarse en otros estudios de acuerdo con la clasificacién de Williams
(2003), en el caso del error la calibracidn fue de 8.3 g/kg MS. Por otro lado, el error de prediccidon
fue de 11.5 g/kg y se obtuvo un RPD de 1.78, de acuerdo con Saeys et al., (2004) este valor indica

gue es posible realizar una aproximacion cuantitativa de la materia seca en muestras de heces. Los
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valores relativamente bajos de prediccion obtenidos para la materia seca comparados con los
valores de proteina y energia se debe a: Primero, como se menciond, las muestras que escaneamos
fueron de experimentos que previamente se habian analizado para determinar la digestibilidad, por
lo que las muestras mas viejas estaban almacenadas por seis afos, aunque estas muestras estaban
almacenadas y cerradas en botes de plastico, seguian siendo susceptibles a que absorbieran la
humedad del medio ambiente. Recientemente Akakpo et al., (2020) evaluaron el tipo de
empaquetado y lugar de almacenamiento de granos por 120 dias para ver si esto afectaba la
composicion nutrimental, estos autores concluyen que la duracién de almacenamiento y el tipo de
empaquetado provocé una pérdida en el contenido de materia seca. La materia seca es muy
susceptible a la temperatura ambiental y puede alterar su composicidn, este segundo factor esta
ligado al primero, ya se utilizaron las temperaturas y condiciones que se registraron afos atras al
momento que se realizaron los experimentos, por otra parte, el NIRS lee las muestras y registra las
caracteristicas al momento del dia que son escaneadas, y al hacer la revisién de espectro por
espectro en la regidn para los enlace O-H se observaron cambios, por ejemplo hubo muestras que
el andlisis del laboratorio indicaba mayor contenido de materia seca pero en su espectro
presentaban mayores picos de O-H (mayor humedad). Garnsworthy et al., (2000) evaluaron 156
muestras de grano de trigo con la finalidad de predecir su valor nutricional y caracteristicas fisicas,
lo que realizaron fue comparar si existia un cambio al utilizar los valores obtenidos al momento que
se realizd el experimento compardndolos con los valores obtenidos al momento de ser escaneados
en el NIRS, ellos observaron principalmente para materia seca, que al utilizar los valores obtenidos
en experimentos previos (4 afios atras) obtuvieron un R%. muy bajo 0.51 y un error mayor, y al
analizar las muestras y utilizar el contenido de materia seca antes de ser escaneadas en el NIRS, se
incrementd el R%.a 0.94 y disminuyd el error, estos cambios no siguieron el mismo comportamiento

en la proteina. Saeys et al., 2004 también confirmaron esto al escanear muestras y no volver a
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analizar y utilizar los valores recientes, afecta los resultados generados por el NIRS. Una solucién a
dicho problema es reanalizar las muestras que se desee predecir (materia seca) si fueren muestras
almacenadas vy al finalizar los recientes andlisis de laboratorio escanearlos en el NIRS para tener
mejores predicciones (Reeves 2001). El tercer y ultimo factor es la diferencia de la variacion de los
analisis determinados por el laboratorio para materia seca, que fue menor (2.48% o 24.8g/kg)
comparada con proteina (6.65% o 66.5g/kg) o para el caso de energia (269kcal/kg MS), esta
desviacién tan cerrada para materia seca hace que al absorber humedad salgan rapido de esta
variacién por lo que si suman los dos factores descritos anteriormente junto con este ultimo factor

de error, la prediccion aumenta y puede afectar los resultados.

Energia

Evaluar la energia bruta de las heces ayuda a medir la digestibilidad de ésta, ya que en las heces
existe contenido calérico que puede ser analizado, sin embargo, existen muy pocos trabajos donde
determinan la energia bruta en las heces a través de NIRS. La prediccidon de energia se logra gracias
a los enlaces orgdnicos de C-H presentes en las muestras y el NIRS tiene la capacidad de absorber
en longitud de onda (1100, 1600, 1700-1800, 2000 y 2200-2400nm) dichos enlaces, generando
espectros y predicciones confiables (Garcia-Sanchez et al., 2017). En el presente trabajo la region en
la que se observaron picos para estos enlaces fueron 1695-1785nm (5900-5600cm™) y 2325-
2439nm (4300-4100 cm™), estos picos estan de acuerdo con Wehlin (1998). Por su parte, en un
experimento (Cintya Lujan 2014) en el que determind la digestibilidad fecal e ileal tanto de cereales
y oleaginosas los mayores picos de absorbancia correspondientes a los cereales, por ejemplo el
mayor pico espectral y valor de energia fue para el sorgo con 4733 kcal/kg MS, seguido de maiz con
4684 kcal/kg MS, trigo 4248 kcal/kg MS, soya 4179 kcal/kg MS y finalmente Canola 3729 kcal/kg MS,
este mismo orden también se reflejoé en los espectro del presente estudio (Figura 4). Los picos de

absorcion de energia (C-H) encontrados en heces fueron superiores a los de contenido ileal. El
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contenido de energia en una muestra es aportado por carbohidratos, lipidos y proteina y esta
energia es generada por la oxidacién de compuestos organicos (Kil et al., 2013 y Velayuhan et al.,
2015). Se sabe que los sustratos que no pueden ser digeridos son fermentados en el intestino grueso
o excretados en las heces, las pérdidas enddgenas, partes de fibra, el tiempo de retencion por el
animal o productos microbianos (De Lange et al., 1989), concluyen que existen muchos factores que
afectan los valores de energia en el intestino grueso y por lo tanto incrementan los valores de
energia, por ello hay mayores picos en los espectros a partir de muestras de heces que a nivel ileal.
Los resultados obtenidos en el presente estudio para la calibracién fueron excelentes, el R fue de
0.94, el cual indica que la calibracién es excelente y se puede utilizar (Williams 2003). Los resultados
del presente estudio estuvieron de acuerdo con lo reportado por De la Roza et al (2015) y Nirea et
al., (2018) obteniendo 0.94 y 0.92 respectivamente. Por otro lado, para la prediccién de la energia

se obtuvo un RPD de 2.52, este resultado indica que es posible hacer predicciones cuantitativas.

Proteina

La composicién de las muestras es afectada por el lugar de colecta (ileal o fecal) debido al proceso
de digestidn y de fermentacion que se someten a través del tracto gastrointestinal, existen enzimas
enddgenas que son secretadas en los diferentes érganos por ejemplo en el estdmago se secretan
Pepsinas y Quimosina (renina), en el intestino delgado Tripsina, Quimotripsina y Carboxipeptidasas
tipo A y B que son secretadas por pancreas, estas enzimas acttan a diferentes pH, el objetivo es
hidrolizar la proteina y producir aminoacidos que puedan ser absorbidos en el intestino delgado
(Shimada 2007), ademas los aminoacidos que no son digeridos pasan al intestino grueso en donde
las bacterias desnaturalizan la proteina utilizando los carbonos como fuente de energia, los grupos
de nitrégeno son absorbidos por el intestino grueso, transportado al higado y excretados como urea
en la orina. (Holmes et al., 1974 y Wenkai 2013). Se ha reportado que gran parte de la cantidad de

proteina en las heces es de origen bacteriano. Estos procesos mencionados tienen un efecto sobre
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los valores de las muestras después de ser analizados y por lo tanto al generar el espectro con NIRS
es posible predecir su composicién, por lo que el resultado del andlisis y la prediccidn para proteina

fue mayor en heces que a nivel ileal.

La estadistica descriptiva para proteina en heces de cerdos, junto con la desviacion estdndar y los
rangos fue mayor (66.5 g/kg y 45-348 g/kg) comparada con otros trabajos, Bastianelli et al., (2015)
(13.7 g/kg y 159-229 g/kg), Schiborra et al., (2015) (29.6 g/kg y 123-278 g/kg) y Nirea et al., (2018)
(55.3g/kg y 52-71g/kg), esta variacidn es originada por los diferentes ingredientes utilizados en los
diversos experimentos, por ejemplo Bastianelli et al., (2015) tuvieron una menor variacién debido a
que todas las muestras que se utilizaron fueron provenientes de una sola dieta experimental (Noblet
et al., 2013). Los resultados del presente estudio indican una mayor variacién, sin embargo, esta
mayor variacion hace que la calibracién sea robusta, esto se aprecia con el R? el cual es superior a
los reportados en otros trabajos (0.98 vs 0.84, 0.88 y 0.89) e indica que la calibracidn fue excelente
y puede utilizarse. El error para la calibracion fue bajo 9.5 g/kg comparado con el de otros estudios
que los trabajos reportados que oscild entre 11.8 y 18.1 g/kg, a excepcidn del trabajo por Schiborra
et al., (2015) ellos tuvieron 5 g/kg, debido a que las muestras de heces provenian de una sola dieta.
Los resultados para R fueron ligeramente mas altos en el presente estudio, comparados con los
reportados en otras especies: ganado lechero 0.96 (Landau et al., 2016), borregos 0.95 (Li et al.,

2007) y aves 0.82 (Reeves 2001).

El tener una mayor variacidon de muestras, hace que la calibracidon sea mas robusta y por lo tanto la
predicciéon sea mas precisa (Reeves, 2000), esto mismo se refleja en los resultados del presente
estudio ya que el error para prediccidn en este trabajo fue de 11.9 g/kg mas bajo que los reportados
en heces de cerdos de otros estudios, por otro lado, el RPD fue de 4.15, Saeys et al., (2004) indicaron
gue con un valor superior a 3 la prediccidén es cuantitativa y excelente, por lo que el presente

resultado para predecir proteina es confiable. EI RPD fue superior a los reportados por Bastianelli et
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al (2015), Schiborra et al., (2015) y Nirea et al., (2018), y es el primer trabajo con un RDP mayor a 3
con muestras de heces secas. En este estudio para proteina la region para enlaces N-H fue 2080-
2220nm (4800-4500cm) y 1560-1670nm (6400-6000cm), estos resultaron estuvieron de acuerdo

por Wehlin (1998).

7.3 Contenido lleal.

Proteina y aminodacidos.

Se utilizaron 110 muestras de contenido ileal que se analizaron para realizar la calibracidn,
validacion y prediccidn. En los cuatro experimentos el cereal que predomind fue el sorgo. Los
resultados generados con muestras de contenido ileal utilizando el NIRS es dificil discutirlos ya que
no encontramos ningln otro estudio relacionado al tema, siendo este el primer trabajo, aunque hoy
dia la formulacién precisa también se aplica para los aminoacidos y es de suma importancia para no
crear excesos excretados en heces e incrementar los costos (Baoshi et al., 2018), existen pocos
centros de investigacidn con instalaciones donde puedan colectar y determinar los aminoacidos del
contenido ileal para realizar digestibilidad ileal ya que se requiere de instalaciones y equipo
especializado lo cual aumenta el costo total de los experimentos, con estos dos puntos en mente es
necesario crear bases de datos y usar el NIRS para predecir la composicién del contenido ileal con
la finalidad de disminuir los costos; esto puede ser factible (Ramaswamy et al., 2016). Esto hace que
este trabajo sea de suma importancia ya que es el primer trabajo y los resultados fueron favorables
para predecir la composicidon del contenido ileal con la excepcién de treonina. Se tuvieron 110
muestras de contenido ileal que se utilizaron para realizar la calibracidn, validacién y prediccidon. En

los cuatro experimentos el cereal que predomind fue el sorgo.

El modo para escanear las muestras en el NIRS depende de sus caracteristicas fisicas, en nuestro

caso utilizamos la reflectancia para las muestras de contenido ileal ya que las muestras eran sdlidas,
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por lo que el modo de escaneado fue el mas adecuado y concuerda con otros trabajos (Fontaine et
al., 2001, 2002 y Saeys et al., 2004). Las regiones para proteina (enlaces N-H) fueron 2080-2220nm
(4800-4500cm) y 1560-1670nm (6400-6000cm), estos resultaron estuvieron de acuerdo por Wehlin
(1998). La calidad de calibracion para la proteina fue alta R%. 0.97, lo cual indica que puede utilizarse
(Williams 2003), ademas el error para la calibracion de 3.3g/kg MS, por el lado de la predicciéon
obtuvimos un RPD de 2.11 pudiendo con este valor obtener aproximaciones cuantitativas de

prediccion (Saeys et al 2004), el error en la prediccién fue de 6.4 g/kg MS.

Como se discutid, el método de colecta modifica la composicidén de las muestras al ser analizadas,
hay dos factores que afectan la cantidad de aminoacidos de la muestra a nivel ileal, el primero es
gue no todos los aminoacidos de la dieta son digeridos y el segundo son las pérdidas endégenas,
estas se clasifican en basales y especificas. La cantidad de los aminoacidos a nivel ileal cambian por
los factores mencionados y al emplear diferentes técnicas y calculos se puede determinar la
digestibilidad ileal aparente, estandarizada o verdadera. Existen importantes revisiones donde se
detallan y explica mas sobre este tema (Mosenthin et al., 2000, Boisen et al., 2000, Stein et al., 2007
y Mariscal et al., 2009). La importancia de obtener muestras de contenido ileal y determinar la
proteina y aminoacidos para predecir con el NIRS tiene un mayor impacto que a nivel fecal ya que
la digestibilidad de proteina y aminoacidos en heces es mayor (Mariscal y Ramirez 2017a), pero gran
parte es proteina microbiana o incluso pérdidas enddgenas y estos aminodcidos no son benéficos
para el animal, De Lange et al., (1989) demostraron como la cantidad de pérdidas enddgenas es
afectada por las caracteristicas del alimento y también observaron mayor cantidad de proteina y
aminoacidos en heces, atribuyéndola a las bacterias, por lo que en el presente estudio al utilizar
muestras del contenido ileal, se demostré que las predicciones pueden ser utilizadas en proximos

experimentos.
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Este es el primer trabajo donde se utilizd el NIRS para predecir el contenido de aminodcidos en
muestras obtenidos del ileon, y queda demostrado que en las regiones 2080-2220nm (4800-
4500cm) y 1560-1670nm (6400-6000cm) el NIRS lee enlaces N-H, en el caso de Lisina y Leucina los
resultados indican que la calibracién puede utilizarse y la prediccion permite distinguir o clasificar
entre valores altos y bajos. En el caso de Treonina los resultados son desfavorables ya que los valores
de calibracion y prediccidén no dan confianza para ser utilizados, aunque es dificil discutir por qué se
obtuvieron mejores predicciones para lisina y leucina, que para treonina. Una explicacién podria
atribuirse al efecto del experimento ya que en todos los experimentos el ingrediente a evaluar fue
el sorgo, y fue el ingrediente mayoritario mezclado con proteina (Balderrama-Pérez et al., 2019),
sorgo con diferentes proteinas (Cintya Lujan 2014) o en donde solo se utilizé el grano de sorgo en la
dieta (Reis de Souza et al., 2019), por lo que la mayor informacidén y contenido de aminodcidos fue
principalmente de grano de sorgo, este grano es rico en taninos, se sabe que los taninos afectan la
digestibilidad y concentracion de treonina, tiene un efecto inhibidor de enzima proteoliticas e
incrementa las pérdidas enddgenas (ricos con treonina) (Mariscal et al., 2004). Las pérdidas
enddgenas son muy variables y hay muchos factores que entran en juego tales como el consumo de
materia seca, factores nutricionales (grasa, proteina fibra) o factores anti nutricionales Stein et al.,
(1999), duracion del experimento, uso de dietas bajas en proteina prolongadamente, uso de
aminoacidos en la dieta o etapa de crecimiento (Mariscal y Reis de Souza 2006; Reis de Souza 2013)
todos estos podrian crear una mayor exigencia en el nUmero de muestras para que la prediccion

con el NIRS sea benéfica.

Otro factor por el cual los estadisticos para treonina fueron bajos, se puede atribuir a la poca
variacion porque el ingrediente mayoritario fue el sorgo, Harrison et al., (1991) y Van Kempen y
Bodin (1998) obtuvieron resultados bajos al tratar de predecir los aminoacidos y su digestibilidad de

una dieta especifica al utilizar el NIRS y en ambos trabajos se concluyd que el nimero de muestras
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era reducido y no abarcaban una gran variacién, Harrison et al., (1991) solo tuvieron 19 muestras
de harina de sangre y Van Kempen y Bodin (1998) 23 muestras de trigo; por otro lado Fontanieli et
al., (2002) pudieron predecir con gran confianza la composicion de aminodcidos de Treonina, Lisina
y Leucina en diferentes cereales por ejemplo: trigo con 213 muestras, cebada 185 muestra y maiz
258 muestras, mostrando que el tamano de las muestra, el origen y variacion del grano permite
mejorar los resultados al momento de realizar predicciones con el NIRS. Con esto en mente es
necesario agregar mas muestras provenientes de diferentes dietas experimentales con la finalidad

de tener una mayor variacién y hacerla mas robusta.

Se realizd una calibracidn solo para lisina y mejoraron los resultados para la prediccién, al utilizar el
NIRS se desea predecir el mayor nimero de compuestos para ser mas eficientes, sin embargo, se
gueria ver si mejoraban los resultados, y la mejora se atribuye a que las correlaciones solo eran para
un solo aminodacido, Owens et al., (2009) al querer predecir mas de 20 caracteristicas del trigo
encontraron buenas predicciones para unos cuantos, entre ellos proteina. El agregar mas muestras

como se menciond anteriormente, es posible mejorar los resultados.

El presente estudio demuestra claramente que el costo y tiempo para obtener resultados son
menores al utilizar el NIRS, y los resultados concuerdan con Rosales et al., (2011) quienes también
mostraron que el tiempo fue menor en el NIRS (3min) contra el laboratorio (29h) para determinar
proteina y aminodcidos desde la preparacidn de la muestra, hidrdlisis de la proteina y andlisis de la
muestra, aquellos autores realizaron una comparacion en precios y mostraron una mejora al utilizar
el NIRS , sus resultados finales para R%. fueron de 0.93 Proteina, 0.87 Tripsina y 0.93 para Lisina y
todos con capacidad alta de prediccidn. Sin embargo hay que tener en cuenta otros factores que no
fueron agregados en el presente trabajo los cuales fueron costo total del equipo NIRS, capacitacién
del personal y por supuesto experimentos previos donde se obtuvieron las muestras que fueron

escaneadas, con la finalidad de crear una base de datos y generar calibraciones adecuadas, puede
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gue todos estos factores afecten el uso del NIRS, Ramaswamy et al., (2016) realizaron un analisis
econdmico al usar el NIRS con calculos detallados desde la compra del equipo, muestras para crear
la base de datos para la calibracidn y el costo por muestra, ellos concluyeron que el NIRS es una
inversién y una herramienta para predecir rdpidamente la composicién de los ingredientes y esto
les impactd al momento de formular. La adopcién del NIRS como herramienta rapida de prediccion
es usada por institutos: Programa Global del Maiz, Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz
y Trigo (Rosales et al., 2011), CENID Fisiologia, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolasy Pecuarias (Ramirez et al., 2005), Departamento de Agricultura de Estados Unidos (Reeves
2000) y para algunosingredientes en la Asociacion Internacional Americana de Quimicos de Cereales

(International A. 2010), corroboran aquellas conclusiones.

8. CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo en México y en el continente americano con resultados favorables de NIRS,
donde pudimos predecir de muestras previamente escaneadas la composicién quimica de
contenido fecal e ileal en cerdos, también pueden ser aplicables en el caso de muestras de heces
para proteina SEC 0.95, R? 0.98 y energia SEC 60.80, R? 0.94 y en contenido ileal para proteina SEC
0.33,R?0.97, Lisina SEC de 0.070, R20.93 y Leucina SEC 0.040 R?0.95, con respecto a huestro objetivo
de prediccion fueron favorables en heces para proteina, energia SEP 1.19, 95.30 y RPD 4.16, 2.53
respectivamente, en el caso de contenido ileal proteina, lisina y leucina SEP 0.64, 0.115 y 0.102 con
RPD 2.11, 1.31y 2.08. Los resultados obtenidos para MS pueden utilizarse para y aunque se obtuvo
buen SEC 0.83, la prediccion RPD 1.78 fue baja concluimos que la humedad absorbida en las

muestras de heces almacenadas afectando los resultados.

El nimero de muestras de heces de cerdos obtenidas en este trabajo ha sido mayor que todos los

trabajos publicados, reflejado en una mayor variacién y obteniendo mejor calibracién y prediccion
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de la composicion quimica de muestras de heces de cerdos al utilizar el NIRS, siendo, aplicables y
predecibles. Los bajos valores de MS se atribuyen a la humedad y deben previamente someterse a

ser secadas.

La prediccién de proteina y lisina con muestra proveniente de contenido ileal puede ser utilizadas,
sin embargo, hay que recordar que el mayor nimero de muestras eran provenientes de dietas
donde se utilizé sorgo, por lo que se debe agregar un mayor numero de muestras proveniente de
diferentes dietas experimentales para poder obtener una mayor variacidn, no existe otro trabajo ni
numero de muestras para contenido ileal por lo que es otra drea donde se puede trabajar, pero

nosotros creemos que un nimero mayor a 200 muestras puede ser adecuada.

El NIRS puede utilizarse como una herramienta rapida en los experimentos de digestibilidad
aparentey con cautela en experimentos de digestibilidad ileal, pero serd necesario seguir analizando
las muestras en el laboratorio para incrementar la exactitud y seguir enriqueciendo nuestra base de

datos en el NIRS.
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Anexo 1 Jaulas metabdlicas, colecta demuestras de heces y contenido ileal.

Las jaulas metabdlicas

Las jaulas metabdlicas estan construidas fierro, cuentan con un bebedero de chupdn a un costado
del comedero, el comedero es movible. Las jaulas metabdlicas estdn adaptadas para introducir en
la base una charola para la toma de orina y una rejilla para facilitar la colecta de heces y para evitar

la contaminacidn de la orina. Las jaulas metabdlicas con una superficie de 6m?

Colecta heces

Los periodos experimentales estuvieron constituidos de 3 dias de adaptacién a la jaula, 5 dias de
adaptacion a las dietas experimentales y 5 dias de colecta de heces, como marcador de digestibilidad
se utilizé éxido cromo (3 g/kg) en el alimento. Las heces se recogieron al momento que estas
presentaban coloracién debido al marcador y se finalizé la toma de muestra cuando se presentaron
nuevamente coloreadas debido al marcador en la dieta. Las heces se recogieron al momento de

ofrecer alimento (dos veces al dia) y se congelaron a -20°C hasta su andlisis.

Colecta contenido ileal

Los cerdos se alojaron por 3 dias a las jaulas metabdlicas para su adaptacién, el dia 4 se sometieron
en ayuno, en el dia 5 se implanté quirdrgicamente una canula T en el ileon. El periodo experimental,
el periodo postoperatorio duré 21 dias, y el periodo experimental durd 7 dias (4 dias de adaptacion
a la dieta experimental y 3 dias de colecta). La digesta ileal se colectd en bolsas de plastico (11 x 5
cm, largo x ancho) que contenian 10mL de solucién de HCl 0,2 Molar para bloquear la actividad
bacteriana. La digesta se colecté 0800 a2000h después de la fijacion de las bolsas a la canula con
una goma elastica, cuando se llenaron las bolsas, la digesta se transfirié a un recipiente y se congelé

a -20°C hasta la liofilizacién. Como marcador digestible se utilizé didxido de titanio (3 g/kg).
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Anexo 2 Técnicas del laboratorio

Analisis de aminodacidos.

Para procesar las muestras deben de estar secas, molidas y analizadas para proteina cruda (PC), y

materia seca (MS).

La cantidad a utilizar de muestra dependera del % de N, calculado con la siguiente formula: Ws =

1000/Ns

Donde: Ws = peso de la muestra, en mg Ns = % de nitrégeno de la muestra. El % de nitrégeno de la
muestra se calcula tomando como base el resultado del % de PC (base seca). Por ejemplo: si la
muestra a analizar tiene 61.2461 % PC (base seca): 61.2461 % PC = 9.7994 % de nitrégeno 6.251 por

lo tanto: Ws = 1000/9.7994 = 102.047 mg de muestra.

Las muestras se pesan en una balanza analitica directamente en los viales de hidrdlisis . La hidrolisis
acida se realiza adicionando 50 mL de HCI 6N/fenol y se agita manualmente durante 5 segundos. Se
colocan las tapas a cada vial, engargolan los viales y se meten a la estufa a 115°C durante (24 horas).

Transcurrido el tiempo se dejan enfriar por 12 horas.

Una vez atemperadas las muestras, se abren y se les adiciona 1 mL de la solucién de estandar interno
a cada muestra y después se filtran en papel Whatman # 54 en la campana de extraccidén de gases.
Se toma una alicuota de 5 mL que se adiciona a un matraz redondo y se procede a evaporar en un
rota-evaporador, sin llevar a sequedad. Se realizan dos lavados con agua destilada (5mL) y el dltimo
con agua HPLC (5mL). Antes de llegar a sequedad total, se retira el matraz del rota-evaporador, se
adicionan aproximadamente 1-1.5 ml de agua HPLC y se vacia a un matraz aforado de 10 ml y aforar

a la misma cantidad.
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Se toma una alicuota de 1 mL con una jeringa de pldstico. Esta operacidn se repite dos veces masy
a la cuarta vez, se toma % mLy se filtra con la membrana de 0.2 m. El filtrado se recibe en un inserto

contenido en un vial dmbar con tapdn de rosca y guardar en refrigeracién, hasta su andlisis.

Determinacion de Titanio (Myers et al, 2004)

Pesar muestras duplicadas de 0,5 g en tubos de digestidn para equipo Kjeldahl de 250 ml. Afiadir un
catalizador de reaccion que contenga 3,5 g de Sulfato de Potasio y 0,4 g de Sulfato de Cobre en cada

tubo.

Agregar 13 ml de Acido Sulfurico en cada tubo y digerir la muestra a 420°C durante 2 horas. Retirar
del fuego y dejar enfriar durante 30 minutos. Agregar 10 ml Agua oxigenada al 30% en cada tubo y

dejar enfriar durante 30 minutos

Lleve el peso total del liquido a 100 g con agua destilada. Filtrar a través de papel de filtro Whatman

No. 541 para eliminar cualquier precipitado.

Medir la absorbancia a 410 nm. Calibrar el espectrofotémetro con estdndares de trabajo,
preparados agregando 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mg de TiO2 a tubos en blanco que se preparan como se

describe anteriormente. Utilice el estandar de 0 mg para poner a cero el instrumento.

Determinacion de Cromo (Fenton y Fenton, 1979)

Pesar muestras que contengan entre 20-60 mg de Oxido de Cromo en vasos de precipitados de 30
ml, incinerarlas en una mufla a 450°C. Después de enfriar, afiadir a cada muestra 15,0 ml de una
mezcla de digestion (10 g de molibdato de sodio dihidratado disuelto en 500 ml de una mezcla 150:
150: 200 de agua destilada-acido sulfurico concentrado-acido perclérico 70%) y se calienta en una
placa caliente (temperatura superficial hasta 300°C) hasta que se desarrolle un color amarillento o

rojizo. Las muestras se calientan durante 10-15 min mas, se sacan de la placa caliente y se dejan
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enfriar. A continuacidn, las muestras digeridas se transfieren cuantitativamente a matraces
aforados de 200 ml con agua destilada. Se vierten aproximadamente 10 ml de la digestion diluida
en un tubo (tubo de cultivo de poliestireno desechable (17 x 100 mm) con tapdn de polietileno) y se
centrifugan durante 5 min a 700 g. La densidad éptica se mide en una cubeta de 1 cm frente a agua

destilada a 440 nm.
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