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RESUMEN

Se han obtenido ecuaciones de calibracion mediante espectroscopia en el infrarrojo
cercano (NIRS), para la determinacion de lignina y celulosa en muestras de hojas de 18
especies leflosas, comparando los resultados obtenidos por regresion lineal multiple (MLR)
y regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR). Las especies proceden de zonas
montafiosas, riberefias y relativamente secas de la region Centro-Oeste de la Peninsula
Ibérica. Para el desarrollo de las ecuaciones de calibracion, se utilizan 183 muestras y se
consideran tres transformaciones matematicas: log 1/R, primera y segunda derivada. El
analisis de lignina y celulosa resultd6 mas satisfactorio mediante PLSR. Con este
tratamiento, se consiguieron mejores resultados utilizando la primera derivada; sin
embargo, con MLR se consiguieron mejores estadisticos con log 1/R. Los coeficientes de
determinacion multiple (R?) y los errores estandar de calibracion (SEC) con MLR, fueron
0,88 y 1,29 para lignina, y 0,97 y 1,02 para celulosa. Con PLSR mejoraron notablemente
éstos estadisticos, alcanzandose R?=0,96, SEC=0,88 para lignina, y R?=0,98, SEC=0,75
para celulosa; los errores estandar de validacion cruzada (SECV) fueron 1,19 y 0,93,
respectivamente. En la validacion externa se obtuvieron errores estandar de prediccion
(SEP) de 1,03 y 0,96 con MLR y 0,85 y 0,86 con PLSR, para lignina y celulosa.
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DETERMINATION OF LIGNIN AND CELLULOSE CONTENT IN LEAVES OF
WOODY PLANTS BY NIRS: COMPARISON OF STATISTICAL METHODS

SUMMARY

Calibration equations were obtained to determine lignin and cellulose content in leaf
samples of 18 woody species by near infrared spectroscopy (NIRS). Plant species were
typical of mountain, riparian, and relatively dry areas from the West-Central Iberian
Peninsula. Two regression methods, multiple linear regression (MLR) and partial least
squares regression (PLSR) were compared. To develop calibration equations, a set of 183
samples were used and three mathematical transformations were applied: log 1/R, first and
second derivative. The best results for lignin and cellulose analysis were obtained by means
of PLSR. Using this treatment, the best results were achieved with the first derivative;
however, with MLR we obtained better statistics using log 1/R. Coefficients of multiple
determination (R?) and standard errors of calibration (SEC) with MLR, were 0.88 and 1.29
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for lignin, and 0.97 and 1.02 for cellulose. These statistics were improved by PLSR:
R?=0.96, SEC=0.88 for lignin, and R?=0.98, SEC=0.75 for cellulose; the standard errors of
cross validation (SECV) were 1.19 and 0.93, respectively. In the external validation the
standard errors of prediction (SEP) for lignin and cellulose determination were 1.03 and
0.96 with MLR, and 0.85 and 0.86 with PLSR.

Key words: Woody species, NIRS, lignin, cellulose.

INTRODUCCION

El clima, las caracteristicas del suelo, los organismos edaficos y la calidad de la
materia organica que ha de sufrir el proceso, constituyen los principales factores
reguladores de la descomposicion. Aunque la importancia conferida a cada uno de dichos
factores como predictores de la tasa de descomposicion de la hojarasca es diferente en
distintos ambientes, es innegable, en cualquier caso, el papel determinante jugado por la
composicion quimica de las hojas, cuyas relaciones con la tasa de descomposicion han sido
intensamente estudiadas (Meentemeyer, 1978; Heal et al., 1997).

Ademas del nitrégeno, la lignina ha sido uno de los constituyentes foliares, mas
ampliamente utilizados como indice de calidad de la materia vegetal, y su concentracion
tradicionalmente considerada como uno de los principales predictores de las tasas de
descomposicion (Meentemeyer, 1978). No es menor, sin embargo, la contribucion de otros
componentes foliares, como la celulosa, para explicar el ritmo al que se degrada la materia
organica de origen vegetal (Melillo et al., 1989). Identificar, por tanto, las diferencias en el
contenido de estos constituyentes entre diversos tipos de hoja, puede resultar de gran
importancia para comprender las tasas de descomposicion de la hojarasca en distintas
especies. Ademas, la descomposicion afecta a la produccidon primaria, gobernando el
suministro de nutrientes mineralizados a la planta (Kitayama et al., 2004), explicando en
cierta medida, sus diferencias en productividad.

El anélisis quimico de tejidos vegetales estd bastante estandarizado, pero en muchos
casos supone una considerable inversion de tiempo, especialmente para lignina y celulosa,
que requieren complicados procedimientos de laboratorio (Goering y Van Soest, 1970).
Desde la aparicion de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS)
hasta la actualidad, los resultados satisfactorios obtenidos en diversos estudios, han
confirmado a la técnica NIRS como una alternativa rapida y fiable para el analisis de
constituyentes vegetales. La mayor parte de estos estudios, se han llevado a cabo con
productos agricolas, pudiendo considerarse ain escasa su aplicacion al analisis de la
composiciéon de muestras de plantas lefiosas (Wessman et al., 1988; Meuret et al. 1993;
Bolster et al., 1996; Mc Tiernan et al. 2003; Ono et al., 2003; Garcia-Ciudad et al., 2004).

El objetivo del trabajo es evaluar el potencial de NIRS, comparando dos métodos de
regresion, para la determinacion del contenido de celulosa y lignina en hojas de un amplio
conjunto de especies lefiosas, arbdreas y arbustivas, localizadas todas ellas en una misma
region de clima mediterraneo frio. Dicho conjunto de especies incluye representantes de
diversos habitos y caracteristicas foliares, lo que nos proporciona un amplio intervalo de
variacion en los valores de los constituyentes quimicos objeto del presente estudio,
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totalmente deseable para tratar de desarrollar ecuaciones que nos permitan determinar la
naturaleza del material vegetal.

MATERIAL Y METODOS

Se consideran muestras de hojas de 18 especies lefiosas distribuidas en seis zonas de
la region Centro-Oeste de la Peninsula Ibérica (provincias de Salamanca y Zamora). Segin
su distribucion en las areas seleccionadas, se establecieron tres grupos de especies:
riberefias (Frangula alnus, Fraxinus angustifolia y Sambucus nigra), de montafia (Pinus
sylvestris, Acer monspessulanum y Betula pubescens) y especies tipicas de areas
relativamente secas (Crataegus monogyna, Pyrus bourgaeana, Quercus faginea, Q.
pyrenaica, Q. rotundifolia, Q. coccifera, Q. suber, Pinus halepensis, P. pinaster, P. pinea,
Taxus baccata e llex aquifolium). En cada zona, se eligieron al azar cuatro o cinco
muestras, compuestas por ramas con hojas procedentes de diferentes posiciones de las
plantas lefiosas. Los muestreos se realizaron semanalmente durante la estacion de
crecimiento. Las hojas se separaron en clases segiin su edad, obteniéndose un total de 183
muestras que fueron secadas en estufa de aire forzado a 60° C y molidas (tamiz de malla de
1 mm). Las concentraciones de lignina y celulosa se determinaron usando el método
descrito por Goering y Van Soest (1970).

Los espectros NIR de las 183 muestras de hojas se registraron con un equipo
Technicon InfraAlyzer 500, desde 1100 a 2500 nm, como log 1/R (R=Reflectancia).
Teniendo en cuenta caracteristicas espectrales, mediante el programa PICKS (InfraAlyzer
Data Analisis System, Technicon Instrument Corporation, Tarrytown, NY) se seleccionaron
112 muestras para el proceso de calibracion, constituyendo las 71 muestras restantes el
grupo de validacion. El desarrollo de las calibraciones se efectué empleando dos métodos
de regresion: Regresion lineal maltiple (MLR) y regresion por minimos cuadrados parciales
(PLSR), que fueron comparados considerandose tres tratamientos matematicos: log 1/R,
primera derivada (1D) y segunda derivada (2D). Finalmente, para evaluar el modelo de
calibracion se realizd una validacion externa empleando las ecuaciones Optimas de
calibracion para predecir el contenido de lignina y celulosa de las muestras de validacion.
La exactitud de las predicciones se estimé mediante un analisis de regresion simple entre
los valores predichos por NIRS y los obtenidos con los métodos de referencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los contenidos de lignina y celulosa, estimados por el método de
referencia, de las 18 especies de plantas lefiosas incluidas en este estudio. Taxus baccata es
la especie que presenta mayor coeficiente de variacion (CV) para ambos parametros (30,4%
y 63,5% para lignina y celulosa, respectivamente); seguida de Quercus pyrenaica en el caso
de lignina (29,5%), y de Quercus suber para celulosa (18,6%). Por el contrario, especies
como Frangula alnus (2,8%) y Betula pubescens (4,3%), tienen baja variabilidad para
lignina, mientras que dichos coeficientes son bajos para Crataegus monogyna (3,9%) y
Quercus pyrenaica (4%), cuando el parametro analizado es celulosa.
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En la Tabla 2 aparecen reflejados los valores extremos, media y desviacion estandar
(SD) de las concentraciones de lignina y celulosa de los grupos de muestras de calibracion
y validacidn. Se aprecia un amplio intervalo de variacion en ambos grupos de muestras,
causado no sdlo por diferencias entre especies, sino también por la diferente edad de las
hojas dentro de cada una de las especies consideradas. Se observa también que los
margenes de variacion del grupo de validacion estan incluidos en los de calibracion.

Tabla 1. Contenidos de lignina y celulosa en las 18 especies de plantas lefiosas.

Lignina (%) Celulosa (%)
n Rango Media SD Rango Media SD
4  7,00-8,05 7,40 0,45 10,87-12,71 11,90 0,89
Betula pubescens 4  12,32-13,55 12,95 0,55 10,16-12,63 12,01 1,24
Crataegus monogyna 6  7,71-14,87 12,07 2,75 11,89-13,21 12,78 0,50
3
4
8

Especies

Acer monspessulanum

3,45-3,63 3,52 0,10 6,58-8,29 747 0,86
12,74-15,55 14,09 1,25 10,89-11,97 11,38 0,54
12,39-14,05 13,14 0,60 10,82-14,61 13,11 1,37

Frangula alnus
Fraxinus angustifolia
llex aquifolium

Pinus halepensis 20 11,01-13,45 12,35 0,69 14,68-21,91 18,14 1,79
Pinus pinaster 16 15,29-20,87 17,01 1,45 21,08-27,08 23,41 1,95
Pinus pinea 23 8,26-13.45 11,33 1,27 16,00-20,63 18,31 1,35
Pinus sylvestris 12 11,58-18,26 13,90 1,60 17,00-24,50 20,47 2,08

Pirus bourgaeana 5 14,50-21,61 18,30 2,72 14,58-16,21 15,37 0,64
Quercus coccifera 8 12,32-15,55 14,30 1,35 17,39-20,21 18,66 1,03
Quercus faginea 7  10,34-13,71 11,92 1,07 15,21-18,74 17,18 1,26
Quercus pyrenaica 6 6,34-13,18 942 2,78 15,76-17,66 16,47 0,65
Quercus rotundifolia 13 10,30-14,11 12,22 1,07 19,00-24,95 22,18 2,01

Quercus suber 10 9,18-19,18 15,15 3,16 12,55-23,76 19,02 3,53
Sambucus nigra 1 3,53 10,11
Taxus baccata 33 10,58-27,45 18,28 5,55 5,79-31,26 13,52 8,58

Total 183 3,45-27,45 13,85 4,22 5,79-31,26 17,10 5,41
n: Numero de muestras; SD: Desviacidn estdndar

Tabla 2. Rango, media y desviacién estandar de los contenidos de lignina y celulosa en
las muestras de calibracion y validacion.

COMPONENTE GRUPO n RANGO MEDIA SD

Lignina (%) Calibracion 112 3,45-27.45 13,31 4,17
Validacion 71 7,24-27,05 14,71 4,18

Celulosa (%) Calibracion 112 5,79-31,26 16,45 5,54
Validacion 71 6,08-26,58 18,12 5,09

n: Numero de muestras; SD: Desviacion estandar
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Los resultados de las calibraciones se resumen en la Tabla 3. Los estadisticos son
mejores con regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR), que con regresion lineal
multiple (MLR) para los dos parametros estudiados. Al comparar tratamientos matematicos
en cada método de regresion, las ecuaciones mas exactas se obtienen a partir de log 1/R con
MLR vy de primera derivada con PLSR; con estos tratamientos se alcanzan coeficientes de
determinacion (R?) de 0,88 y 0,96 para lignina y 0,97 y 0,98 para celulosa, respectivamente.
Los errores estandar de calibracién (SEC) obtenidos con MLR, fueron 1,29 y 1,02 para
lignina y celulosa, respectivamente. Con PLSR se alcanzaron errores mas bajos (SEC=0,88
para lignina y SEC=0,75 para celulosa); los errores estandar de validacion cruzada (SECV)
fueron 1,19 y 0,93, respectivamente.

Tabla 3. Estadisticos de calibracion y validacién para regresion lineal multiple (MLR)
y regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR).

MLR PLSR
Logl/R ID 2D Log1/R 1D 2D
Lignina (%)
Grupo de calibracion
Long.onda 6 6 6 Factores 14 10 10
R’ 0,88 087 0,88 R’ 095 0,96 0,97
SEC 1,29 1,43 1,38 SEC 0,90 0,88 0,76
SECV 1,25 1,19 145
Grupo de validacion
r 090 0,89 0,89 r 093 0,95 0,89
SEP 1,03 1,06 1,09 SEP 0,93 0,85 1,11
Celulosa (%)
Grupo de calibracion
Long.onda 6 6 6 Factores 10 9 6
R’ 097 096 0,97 R’ 097 098 0,98
SEC 1,02 1,17 1,03 SEC 0,93 0,75 0,85
SECV 1,07 0,93 1,10
Grupo de validacion
r 096 0,94 0,96 r 097 0,97 0,96
SEP 0,96 1,03 1,00 SEP 0,88 0,86 0,98

R: Reflectancia; 1D: Primera derivada; 2D: Segunda derivada; R?: Coeficiente de determinacion
multiple; SEC: Error estandar de calibracion; SECV: Error estandar de validacion cruzada; 2
Coeficiente de determinacion; SEP: Error estandar de prediccion.

En la validacion externa se corroboran los mejores resultados con PLSR y 1D,
consiguiéndose r’=0,95 (lignina) y r’=0,97 (celulosa). Los errores estandar de prediccion
(SEP), con valores de 0,85 y 0,86 para lignina y celulosa respectivamente, son
notablemente mas bajos que los obtenidos con MLR (SEP=1,03 para lignina y SEP= 0,96
para celulosa). Las regresiones Optimas a partir de las 71 muestras empleadas en la
validacion externa, se representan en la Figura 1.
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Figura 1. Relacion entre valores predichos por NIRS y obtenidos por el método de
referencia (validaciéon externa). MLR: Regresion lineal multiple, PLSR: Regresion por
minimos cuadrados parciales, R: Reflectancia, 1D: Primera derivada.

Williams y Sobering (1993) sefialan valores para la relacion SD/SEP superiores a 3,
como adecuados para el empleo de la técnica NIRS con criterios de diagnostico e
investigacion. En este trabajo se alcanzan valores de 4,9 y 5,9 para lignina y celulosa,
respectivamente.

Varios autores han obtenido resultados similares para la prediccion del contenido de
lignina y celulosa: Meuret ef al. (1993) en muestras procedentes de diversos arboles y
arbustos mediterraneos y McTiernan et al. (2003) y Garcia Ciudad et al. (2004) en
poblaciones monoespecificas de Pynus sylvestris y Cytisus multiflorus, respectivamente.
Sin embargo, otros autores como Ono ef al. (2003), Wessman et al. (1988) y Bolster et al.
(1996), analizando muestras arboreas también heterogéneas, obtienen errores mas elevados
y menores coeficientes de determinacion que los recogidos en este trabajo.
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Se puede concluir que NIRS posee potencial suficiente para la estimacion con
exactitud adecuada, de los contenidos de lignina y celulosa en una poblacién de muestras
muy heterogénea. Se obtienen mejores ajustes en la estimacion de celulosa que en la de
lignina, y para ambos constituyentes, PLSR conduce a estadisticos mas satisfactorios.
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