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Resumen

El estudio tuvo como objetivo desarrollar y evaluar ecuaciones de calibracién para predecir los parametros de calidad
nutritiva de especies forrajeras tropicales utilizando espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS, por
su sigla en inglés). En total fueron analizadas 1,991 muestras de tejido de gramineas y leguminosas heterogéneas por su
edad de rebrote, estado fenoldgico y partes de las plantas recolectadas, época de muestreo y sitio o lugar de procedencia.
En grupos aleatorios de muestras se realizaron analisis quimicos de referencia para proteina cruda (n=315), fibra
detergente neutro (n=243), fibra detergente acido (FDA) (n=156), digestibilidad in vitro de la materia seca (n=449) y
digestibilidad de fibra detergente neutro (DFDN) (n=238). Las curvas de calibracion se calcularon mediante el uso de
errores estandar de calibracién, validacion cruzada (SEVC) y prediccion. La precision de cada ecuacion se calculd por
el coeficiente de determinacién (R?) y el indice RPD (relacion entre la desviacion estandar y el SEVC). La validacion se
realiz6 con muestras externas resultando coeficientes de correlacion (r) >0.90 para los parametros, con excepcion de
FDA (r=0.72). Los resultados indican que la prediccion de los pardmetros de calidad nutritiva con el uso de NIRS en
forrajes tropicales es confiable y rapida; no obstante la determinacion de la fraccion de FDA por este método analitico
requiere un mayor ajuste para incrementar su confiabilidad.

Palabras clave: Calidad nutritiva, gramineas, leguminosas, métodos analiticos, nutricion animal.

Abstract

The objective of this study was to develop NIRS calibration curves to predict nutritional quality parameters of tropical
forage species. For this a total of 1,991 samples of tropical forages (grasses and legumes) were employed. These samples
showed a high heterogeneity in regrowth age, vegetative state and parts of the plants collected, sampling period and
sample origin. Chemical analysis was performed to determine crude protein, neutral detergent fiber, acid detergent fiber
(ADF), in vitro digestibility of dry matter and digestibility of neutral detergent fiber. A group of samples was used for
each chemical parameter to develop the calibration curves. The curves were chosen taking into account the standard
errors of: calibration; cross validation (SECV); and prediction. To evaluate the accuracy of each equation the coefficient
of determination (R?) and the RPD (ratio performance deviation) index (relation between standard deviation and SECV),
which assesses the predictive power of the equations, were calculated. Validation was performed with external samples
and results showed correlation coefficients (r) of >0.90 for all parameters except for ADF (r=0.72), demonstrating the
precision of the predictive equations. However, the determination of ADF by this analytical method requires further
work to increase its reliability.
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Introduccion

Los forrajes son la principal fuente de alimento para
bovinos; por tanto, el conocimiento de su valor nutritivo
en forma oportuna y confiable es de vital importancia para
el éxito del negocio ganadero, ya que condiciona
directamente el desempefio productivo y reproductivo de
los animales. Los analisis quimicos tradicionales
utilizados para determinar la composicion de los forrajes
representan altos costos en el tiempo, requerimiento de
mano de obra calificada, y utilizacién de reactivos
quimicos que en algunos casos pueden ser contaminantes
peligrosos. La espectroscopia de infrarrojo cercano
(NIRS, sigla en inglés) es una técnica considerada como
una herramienta rapida y confiable para la determinacion
de pardmetros de calidad de forrajes, principalmente
gramineas y leguminosas en pasturas, ensilaje y henos,
entre otros (Castro et al. 2005; Ibafiez y Alomar 2008).

El presente trabajo tuvo como objetivo especifico
desarrollar curvas de calibracién NIRS para una rapida y
confiable determinacion de proteina cruda (PC), fibra
detergente neutro (FDN), fibra detergente &cido (FDA),
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) y
digestibilidad de fibra detergente neutro (DFDN) en
muestras de plantas forrajeras tropicales (gramineas y
leguminosas), con el fin de apoyar programas de seleccion
y mejoramiento de forrajes tropicales.

Materiales y Métodos

El estudio se realizdé en el Laboratorio de Calidad de
Forrajes del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), localizado en el municipio de Palmira (Valle del
Cauca, Colombia). El equipo NIRS se mantiene en
ambiente estable (21.3 °C y humedad relativa de 53%).

Muestras

En total fueron analizadas 1,991 muestras de forrajes
tropicales, de las cuales previamente existian analisis
quimicos de diferentes parametros, representando 62
especies de leguminosas herbéceas y arbustivas y 26
especies de gramineas. Entre las leguminosas se
incluyeron Canavalia brasiliensis, Canavalia sp.,
Centrosema brasilianum, Clitoria ternatea, Cratylia
argentea, Cratylia mollis, Cratylia sp., Desmodium
velutinum, Dioclea guianensis, Dioclea virgata,
Flemingia macrophylla, Leucaena diversifolia, Leucaena
sp., Leucaena trichandra, Stylosanthes guianensis,
Tadehagi triquetrum y Vigna unguiculata. Entre las
gramineas predominaban hibridos de Brachiaria y
Brachiaria humidicola; ademas en el parametro DFDN se
utilizaron B. brizantha, B. mutica, Axonopus sp. Yy

Alopecurus pratensis entre otras. Las muestras
provinieron de diferentes localidades en Colombia:
Popayan (Cauca), Palmira (Valle del Cauca), Pasto
(Narifio) y Santander de Quilichao (Cauca), y distintas
edades de rebrote (4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 16 y 20 semanas)
que crecieron en épocas secas o lluviosas. Para los analisis
se utilizaron hojas o plantas enteras.

Obtencidn de los espectros

Las muestras fueron escaneadas en un equipo
monocromador FOSS-NIRSystem 1l modelo 6500
(Foss NIRSystem, Silver Spring, Washington, USA), con
un rango de longitudes de onda de 400 a 2,500 nm de
reflectancia. Las muestras fueron colocadas en celdas
“simple cup” (Black), circulares metélicas de 3.5 cm de
didmetro interno y 1 cm de espesor, provistas de una
ventana de cuarzo para muestras en harina [US-ISIH-
0307 (FOSS and Infrasoft International, USA, 2005)].
Cada muestra se escaned por duplicado, utilizando el
software ISIScan (I1S-2250) versién 2.71 (FOSS and
Infrasoft International, USA, 2005). Una vez recolectados
los espectros se generd un archivo .nir.

Determinacién de composicién quimica de referencia
(LAB)

Las muestras de tejido frescas fueron secadas en un horno
a 60 °C (gramineas) o liofilizadas (leguminosas) durante
96 h y pasadas por un molino Thomas Wiley Laboratory
Mill Model 4 con mallas de 1 mm. En un numero de
muestras seleccionadas aleatoriamente se determinaron
PC, FDN, FDA, DIVMS y DFDN para analisis de
referencia, siguiendo los protocolos propuestos por los
autores de las referencias que aparecen en el Cuadro 1.
Para la determinacion de FDN y FDA se utilizaron
submuestras independientes; el procedimiento no fue
secuencial. En el proceso de analisis de FDN no se aplicé
enzima amilolitica. Se adiciond sulfito de sodio solo en
las leguminosas arbustivas que presumiblemente
contenian taninos.

Una vez obtenidos los datos de referencia se gener6 un
archivo .txt.

Cuadro 1. Protocolos desarrollados para analisis de referencia

(LAB).
Parametro  Andlisis de referencia
PC Micro Kjeldahl, Temminghoff (2010)
DIVMS Tilley and Terry modificado por Moore (1970)
FDN Van Soest et al. (1991)
FDA Van Soest et al. (1991)
DFDN Hoffman et al. (2006), Hall and Mertens (2008)
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Calibracion

Una vez obtenidos los anélisis de referencia (LAB) para
PC, FDN, FDA, DIVMS y DFDN, la informacién se
guardé en un archivo Excel con extension .txt para formar
un colectivo para cada parametro. A partir de los archivos
creados (.txt y .nir) se generd un archivo .cal utilizando el
software WinlISI 111 (1S-1485) version 1.6 (FOSS and
Infrasoft International, USA, 2005). Este archivo se
someti6 a un analisis estadistico RMS (Root Mean
Square) para evaluar la repetitividad espectral de los datos
(Urbano-Cuadrado  2004). Dependiendo de la
complejidad del parametro se establecio un limite de
seleccion. En los casos de PC, FDA y DIVMS se utilizd
un RMS de 6,000, mientras que para FDN y DFDN se
trabajo con un RMS de 3,000.

Finalmente, se realiz6 un primer andlisis de
componentes principales (PCA) para reducir la variacion
de referencia, mejorar las caracteristicas espectrales y
excluir muestras denominadas como andémalas u
“outliers”, las cuales arrojaran un GH (distancia de
Mahalanobis) >3.0. Una vez depurado el colectivo, se
sometié nuevamente a PCA para seleccionar para la
validacion del 10-20% del ndmero de muestras que
conforman el colectivo de calibracion.

Para la calibracién se implementaron los 3 modelos de
regresion disponibles en el programa WinlISl: regresion
de componentes principales (PCR), cuadrados minimos
parciales (CMP), y cuadrados minimos parciales
modificados (CMPM). Se realizaron diferentes
combinaciones de tratamientos matematicos, donde el
primer término indicaba el orden de la derivacién o
diferenciacion (primera o segunda derivada), el segundo
término la amplitud o distancia entre segmento a sustraer,
el tercer término la longitud del segmento que deberia ser
suavizado, y el cuarto termino el nimero de veces que se
promedié cada segmento. El modelo de correccion
implementado fue la combinacion de SNV (variable
estandar normal) y DETREND, donde SNV corrige los
problemas dpticos mientras que DETREND corrige la
tendencia de los datos. Las diferentes combinaciones
se realizaron con las longitudes de onda completa
(400-2,500 nm) e infrarrojo (1,100-2,500 nm).

Seleccién de las ecuaciones

La seleccion de las mejores ecuaciones de calibracion
para cada parametro esta dada por la relacion entre el
coeficiente de determinacion (RSQ) mas alto, error
estandar de calibracion (SEC), error estandar de

validacion cruzada (SEVC) y error estandar de prediccion
(SEPc) mas bajo y homogéneo entre si (Solis et al. 2001;
Alomar et al. 2003; Vésquez et al. 2004). La evaluacion
de las ecuaciones en relacion con su grado de precision se
hizo a través del indice RPD (ratio performance
deviation), el cual es una herramienta estadistica que
evalua la relacion entre la desviacion estandar del analisis
quimico y el error estandar de validacion cruzada
(SD/SEVC), siendo considerada como una ecuacion con
alto poder de prediccion si la relacién es >3 (Cozzolino y
Moron 2004; Arana et al. 2005; Shenderey et al. 2010).

Validacion

Una vez seleccionadas las ecuaciones, se realiz6 la
validacion cruzada utilizando las muestras de los
colectivos y la validacion externa mediante la
determinacion del coeficiente de correlacion (r) entre
datos de referencia y los datos de prediccion.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados y verificados con el paguete
estadistico SAS 9.2 para LINUX (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA, 2008). Los colectivos definidos para la
calibracion se sometieron a un analisis de estadisticas
descriptivas [media, desviacion estandar (DE), valor
maximo (max), valor minimo (min) y coeficiente de
variacion (CV)]. Se calculd el coeficiente de correlacion
de Pearson, la correlacion (r) entre los resultados de
referencia (LAB) y los datos de prediccion por NIRS;
estos andlisis fueron realizados tanto con los datos de
calibracion como de validacion. Se usO el test de
Kolmogorov-Smirnov (Zar 1984), que consiste en una
prueba no paramétrica para determinar la bondad del
ajuste entre si de 2 distribuciones de probabilidad,
ya que compara las funciones de distribucién empirica de
la muestra vs. la que se desea contrastar. Si la
probabilidad del estadistico de la prueba es P>0.05, no
hay suficiente evidencia para rechazar la hipétesis nula,
indicando que la distribucion de los datos obtenidos a
partir del modelo NIRS (prediccion) es igual a la
distribucion de los datos de referencia.

Resultados

En el Cuadro 2 se presenta un resumen de la
caracterizacion quimica de las muestras utilizadas en la
calibracion, indicando el numero de muestras (N) que
conforman cada colectivo con representacion de
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leguminosas y gramineas forrajeras. Para el caso de
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) se
obtuvieron 2 ecuaciones que compartieron las mismas
muestras de leguminosas, pero las muestras de gramineas
eran de edades de corte diferentes (5 y 20 semanas). Los
resultados mostraron que el coeficiente de variacion
(% CV) fue amplio y representd la heterogeneidad del
colectivo debido a la variabilidad en familia, género, edad
de corte, origen de las muestras y partes de la planta
cosechada. Estos factores se tomaron en cuenta al
momento de generar el colectivo de calibracién.

Los resultados de los pardmetros estadisticos muestran
gue la eficiencia predictiva de las ecuaciones expresadas
como errores estandar (SEC, SEVC y SEPc¢) fue baja
(Cuadro 3). El coeficiente de determinacion que indica el
ajuste del modelo fue de R? >0.90. El indice RPD
(relacion DE/SEVC) fue >3 lo cual indica que el poder de
prediccion de las ecuaciones seleccionadas es alto.

Una vez seleccionadas las ecuaciones se realizaron las
validaciones respectivas., utilizando las mismas muestras
de los colectivos de calibracion (Cuadro 3). Los
coeficientes de correlacion (r) calculados, que relacionan
los valores de prediccion obtenidos por la técnica NIRS
con los de referencia, presentaron valores superiores a
0.90 (P<0.001), lo cual fue confirmado con el test de
Kolmogorow-Smirnov (Cuadro 3), con una probabilidad
P>0.05.

En el Cuadro 4 se incluyen los pardmetros estadisticos
de la validacion con muestras externas tomando como
base al error estandar de prediccion (SEPv), el coeficiente
de determinacion para validacion (R%), los valores GH
(distancia de Mahalanobis al centro de la poblacion) y NH
(distancia de Mahalanobis al vecino mas préximo).

Fue evidente una alta correlacion entre la prediccién
por NIRS y datos de referencia (LAB), con excepcién de
FDA que presenté una correlacién r = 0.72.

Cuadro 2. Caracterizacion quimica (% en base seca) de las muestras utilizadas en los colectivos de calibracién.

Colectivo N Media (%) DE Min (%) Max (%) CV (%)
PC 315 16.4 6.7 4.4 30.6 41.2
FDN 243 55.2 17.3 20.0 79.7 31.4
FDA 156 24.8 7.2 145 48.0 29.2
DIVMS! (5 sem) 204 63.3 8.3 321 75.0 13.2
DIVMS! (20 sem) 245 56.8 8.7 24.0 72.2 154
DFDN 238 37.9 13.9 5.2 58.7 36.6

'DIVMS incluyendo gramineas de 5 resp. 20 semanas de rebrote.

N: Nimero de muestras; DE: Desviacion estandar; Min: Valor minimo; Max: Valor maximo; CV: Coeficiente de variacion =

(DE/Media) x 100.

Cuadro 3. Pardmetros estadisticos y eficiencia predictiva de las ecuaciones de calibracion.

Parametro Nc SEC SEVC SEPc R? RPD r P

PC 310 0.8 0.9 0.9 0.99 7.3 0.99 0.95
FDN 228 15 3.5 3.2 0.99 4.9 0.98 0.98
FDA 155 1.7 2.1 1.6 0.95 3.5 0.97 0.90
DIVMS! (5 sem) 195 1.7 2.0 1.8 0.95 4.4 0.97 0.52
DIVMS! (20 sem) 243 1.8 2.0 1.6 0.96 4.7 0.98 0.92
DFDN 230 2.1 3.2 3.6 0.95 4.4 0.96 0.86

IDIVMS incluyendo gramineas de 5 resp. 20 semanas de rebrote.

Nc: NUmero de muestras para calibracion; SEC: Error estandar de calibracion; SEVC: Error estandar de validacion cruzada (error
del NIRS); SEPc: Error tipico de prediccion (calibracién); R?: Coeficiente de determinacion; RPD: Relacién DE/SEVC; r:
Coeficiente de correlacion; P: Probabilidad segun test de Kolmogorow-Smirnov.
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Cuadro 4. Pardmetros estadisticos de validacion externa.

Parametro Nv SEPy R?y GH NH r

PC 32 1.8 0.83 2.6 1.3 0.94
FDN 30 4.0 0.74 0.8 0.1 0.98
FDA 20 4.2 0.52 0.9 0.4 0.72
DIVMS! (5 sem) 21 6.7 0.81 0.0 0.0 0.93
DIVMS! (20 sem) 26 6.3 0.85 4.2 1.9 0.89
DFDN 40 4.3 0.93 0.8 0.1 0.96

IDIVMS incluyendo gramineas de 5 resp. 20 semanas de rebrote.

Nv: NUmero de muestras para validacion; SEPy: Error tipico de prediccion (validacion); R?,: Coeficiente de determinacion
(validacion); GH: Distancia de Mahalanobis al centro poblacional; NH: Distancia de Mahalanobis al vecino mas préximo; r:

Coeficiente de correlacion.

Discusion

Los resultados de este estudio mostraron una marcada
variacion en las concentraciones de diferentes parametros
de calidad de los forrajes tropicales evaluados, lo cual
sugiere gque se usaron muestras muy representativas de la
calidad. Segun Cozzolino et al. (2003) y Valenciaga y
Saliba (2006) no existe un nimero minimo definido de
muestras para una calibracion satisfactoria; no obstante es
necesario evaluar productos heterogéneos con un minimo
de 100 muestras. Los colectivos de calibracion
desarrollados en este trabajo contenian un nudmero
superior a 150 muestras para cada parametro con sus
respectivos datos de laboratorio, lo cual sugiere una alta
representatividad de las muestras usadas.

Por disefio, los coeficientes de variacion (CV) para los
diferentes parametros de calidad medidos en este estudio
fueron altos (13.2-41.2%) debido a la heterogeneidad de
las muestras en relacién con familia, género, especie,
partes de la planta cosechada, origen de las muestras y
edad de rebrote (Cuadro 2). En DIVMS se ha encontrado
un CV del 20.1% para Panicum maximum (Vasquez et al.
2004).

Segun Shenk y Westerhaus (1996) y Williams (2003)
la precisién para la calibracion con base en los valores de
R? se puede definir en los niveles siguientes: valores de
R? entre 0.50 y 0.65 indican que se puede discriminar
entre valores altos y bajos (por ej., para seleccion en
mejoramiento genético); valores de R? entre 0.66 y 0.81
para hacer predicciones aproximadas; valores de R? entre
0.82 y 0.90 indican una precision de las predicciones muy
alta; y ecuaciones con valores de R? mayores que 0.91
permiten predicciones excelentes. Con las ecuaciones
generadas en este trabajo se obtuvieron R? >0.95
(Cuadro 3) que indican una muy alta confiabilidad de
estas ecuaciones para predecir calidad nutritiva de
gramineas y leguminosas forrajeras tropicales.

Como se menciono anteriormente, la seleccion de la
mejor ecuacion de calibracion estd dada por la relacion
entre el coeficiente de determinacion (R?) mas alto y los
errores mas bajos. Para PC, FDA, DIVMS (5 semanas) y
DIVMS (20 sem), los SEC, SEVC y SEPc registrados
presentan una diferencia muy baja. Para FDN y DFDN se
encontraron valores con una marcada diferencia en los
SEVC y SEP al ser comparados con el SEC (Cuadro 3).
Estas diferencias son posiblemente el resultado de la
complejidad bioquimica de la pared celular en el grupo de
las especies tropicales analizadas.

Cada una de las ecuaciones obtenidas en este trabajo
presenta valores de RPD superiores a 3 (Cuadro 3), lo cual
representa el valor limite para aceptar una ecuacion en
funcidn de su capacidad de prediccion. El valor de RPD
mas alto reportado se encontrd en PC (7.3) y el mas bajo
en FDA (3.5). Esto se reflej6 en las altas correlaciones (r)
obtenidas al comparar los datos de referencia (LAB) con
la prediccion por NIRS para las mismas muestras de los
colectivos de calibracién (Cuadro 3), lo que demuestra el
alto poder de prediccion de las ecuaciones obtenidas en
este estudio. Lo anterior fue confirmado al comparar la
distribucién empirica (test de Kolmogorow-Smirnov)
donde se obtuvo en todas las ecuaciones de P>0.05. Esto
demostrd, ademas, que existe una alta relacién entre la
distribucién de los datos obtenidos a partir del modelo
NIRS y la distribucion de los datos de referencia
(LAB), mostrando asi la alta relacién existente entre lo
esperado a nivel biolégico con lo obtenido en la
prediccion (Cuadro 3).

Las ecuaciones seleccionadas se validaron con el
colectivo de muestras externas (Cuadro 4) obteniendo un
R?>0.80, obteniéndose buenas predicciones. Para FDN y
FDA, teniendo en cuenta los diferentes niveles de
precision presentados por Williams (2003) para estos
pardmetros, se sugiere utilizar estas ecuaciones
Unicamente para discriminar valores altos y bajos, por
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ejemplo, en trabajos de seleccion y mejoramiento
genético. Para FDA se sugiere mejorar el colectivo con
muestras con valores altos de FDA y de esta forma
incrementar la confiabilidad de este método de
determinacion.

En este estudio se observaron correlaciones de 0.89
(P<0.001) para DIVMS o por encima de 0.90 para otros
parametros. Sin embargo, para FDA se presentd una
correlacién de 0.72 (P<0.001) entre valores estimados con
la ecuacion y valores medidos por medio de andlisis
quimico.

En comparacion con resultados reportados en trabajos
anteriores, las ecuaciones obtenidas en esta investigacion
presentan una eficiencia de prediccion alta, siendo
respaldada esta afirmacion por estadisticas comparativas
donde se obtuvieron correlaciones superiores a 0.90,
mostrando asi que las ecuaciones generadas pueden ser
utilizadas con confianza en analisis de uso rutinario.

Conclusion

Los resultados de esta investigacion permitieron
comprobar la viabilidad de la técnica NIRS para la
prediccidn de parametros de calidad en forrajes tropicales,
mostrando dicha prediccion una alta correlacion con los
datos de laboratorio y por ende con la informacion a nivel
bioldgico.
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