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RESUMEN

Se estudia la técnica espectroscépica de la reflectancia infrarroja
(E.R.I.) para el andlisis y evaluacién automdtica de forrajes y ali-
mentos fibrosos. Las curvas espectrales de la reflectancia de forrajes
muestran claramente que se trata de curvas compuestas y caracteris-
ticas de los diversos constituyentes quimicos de la hierba.

Estos constituyentes quimicos o factores de calidad no se deter-
minan directamente por E.R.I., pero pueden determinarse, previa ca-
libracién, mediante ecuaciones de prediccién obtenidas a partir de
muestras de composicién o respuestas animales conocidas. Una vez
que el sistema ha sido calibrado puede determinar multiples factores
de calidad en sélo unos minutos.

El estudio de la exactitud y precision de este sistema de analists
presenta errores standard de estimacién relativamente bajos (0,5 y
1% ), lo que permite su utilizacién. Determinadas selecciones de lon-
gitudes de onda mejoran sensiblemente los resultados.

INnTRODUCCION

Hace tiempo que se viene reconociendo la necesidad de métodos de ana-
lisis y evaluacién de forrajes de forma rapida, precisa, exacta y barata
(1, 2, 3. 7, 8, 9, 10, 13, 15). La razén de esto estriba fundamentalmente
en que Jos métodos convencionales actualmente en uso resultan muy labo-
riosos y, por tanto lentos y caros.

Conscientes de esta necesidad NoRR1s y cols. (8), Barngs (1), SHENK y
cols. (10, 11) y Garcia CRrIADO y cols. (4), han propuesto la utilizacion de
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un sistema espectroscépico de reflectancia, que trabaja en el infrarrojo
préximo. Esta técnica ofrece miltiples posibilidades, de ahi su utilizacién
para la estimacién de la composicién quimica de pastos, forrajes y alimen-
tos fibrosos y la prediccién de respuestas animales que se mantienen de
tales sustancias {5, 6, 12, 13, 14).

La citada técnica permite conocer miltiples factores de calidad de
gran nimero de muestras en breves espacios de tiempo, siendo minima su
manipulacién y la cantidad de sustancia requerida. Esto supondra resolver
muchos problemas relativos al mejoramiento, seleccién, genética, calidad y
evaluacién de las cosechas e incluso balancco de racioues en funcién del
mercado y valor nutritivo de los alimentos.

El objetivo de este trabajo reside en conocer respuestas del sistema de
espectroscopia de reflectancia infrarroja (E.R.IL) en la evaluacién y ana-
lisis automatico de forrajes procedentes de ambientes diversos. En todos los
casos se opera seg(n un proceso de optimizacién de longitudes de onda o
reflectancias.

MATERIAL Y METODOS

Se han elegido varios tipos de forrajes creciendo en lugares diferentes.
Las muestras preparadas para su andlisis se secaron y molieron en un
molino con luz de malla de 1 mm. siendo analizadas por duplicado por los
métodos de laboratorio y una sola vez en el sistema de E.R.L

Muestras de plantas: Se utilizan muestras de 10 comunidades pratenses
creciendo en la provincia de Salamanca .Con éstas se forman tres grupos
principales, denominados comunidades (a), (b) y (c), segln caracteristicas
comunes de su composicién floristica. Asimismo, se han utilizado muestras
de dos comunidades, (a) y (b), procedentes de la Depresién del Salado
(Buenos Aires, Argentina), de 33 cultivares de Trifolium repens L., cre-
ciendo en los regadios de la cuenca media del rio Tormes, y de especies
pratenses (gramineas, leguminosas e incluso maiz forrajero) de praderas
monofitas creciendo en Hurley (Inglaterra).

Método de Laboratorio: Para la determinacién de Proteina se utiliza el
clésico método de KJELDAHL, realizando la digestiéon en un bloque digestor
“BD-40 Technicon”. Las determinaciones de NDF, ADF, Hemicelulosa, Ce-
lulosa, Lignina, DNDF y DMD, se realizan segun GOERING y VAN SoesT (7),
procedimiento del SOH, al 72 %, con ligeras modificaciones introducidas
por Garcia Criapo (3). En cuanto a las determinaciones de DMD, OMD y
D-value (“in vitro” e “in vivo”) se utilizan los procedimientos seguidos en
el GR.I -Hurley {2,16), realizdndose los analisis en dicho Instituto bajo la
direccién del Dr. D. F. OsBOURN.

Método de E.RI.: Para la calibracién de la técnica de E.R.I. propucsta
por Garcia CRIADO y cols. (4), se utiliza un sistema automatico Infra-Alyzer
“Technicon D. J.”, que trabaja en el infrarrojo cercano a las longitudes de
onda de 1.68, 1.94 2.10, 2.18, 2.23 y 2.31 p.m; los espectros fueron regis-
trados por Technicon Industrial Sistem (Tarrythown, New York) en un
sistema “Tecnicon DISC”.
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Los datos de E.R.I. se registraron y analiziron como valores de las
reflectancias correspondientes a cada una de las longitudes de onda con
que opera el sistema. Esios datos, relacionados frente a aquellos proceden-
tes de las determinaciones manuales, se atilizan después para desarrollar
las ecuaciones de calibracién o estimacién para cada grupo de muesiras.

La operacién de calibracién se lleva a cabo mediantz anélisis de regre-
si6n lineal miiltiple normal, o paso a paso cuando se seleccionan reflec-
tancias o longitudes de ouda. La adicién o rechazo de refiectancias se vea-
liza sobre la base de un test de significacién del valor que toma la F,
el coeficiente de correlacién miultiple (R) y el error standard de la estima-
ciéon (ES). Estos dltimos ajustados en funcién de los grados de libertad
obtenidos en cada una de las etapas del proceso estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Tablas I, II, ITL, TV, V y VI se expone un resumen de los resul-
tados obtenidos en cada calibracién del sistema R. 1., para los distintos
grupos de muestras y parametros estudiados. En ellas figuran el tipo de
rnuestra utilizada, nimero de observaciones, desviacién eslandard de todos
los valores cue toma un pardmetro determinado en cada grupo de muestras
(DE), coeficiente de correlacién miiltiple (R), error esiandard de estima-
ciéon (ES) v reflectancias que intervienen en la ecuacién de calibracién
o prediccién en orden de importancia respecto a la variable dependiente
considerada. Cuando aparccen cruces en lugar de reflectancias, indica que
se utilizan las 6 reflectancias v no se conoce el orden de importancia
de éstas.

La Fig. 1 muestra tres curvas multiples iipicas del espectro de la re-
flectancia infarroja de tres muestras distintas de forraje (dos corresponden
a comunidades naturales y la otra a trébol blanco). En esta figura se pre-
senta también la localizacién de las tres primeras longitudes de onda, o sus
correspondientes teflectancias, utilizadas en el andlisis de regresién para
los distintos componentes de la hierba y segiin orden de importancia.

Segun los datos estadisticos de las Tablas indicadas, la técnica de es-
pectroscopia de la reflectancia infrarroja puede usarse en el analisis y eva-
luacién automdtica de forrajes. En general, la exactitud alcauzada en las
diversas determinaciones es bastanie buena, especialmente para Proteina,
Celulosa, Lignina y ADF. DMD “quimica” se estima con menor precisién que
DMD “in vitro” e “in vivo”. No obstante, la bondad del método en todos
los casos puede considerarse muy aceptable. Pero la determinacién de
“D-value” resulta ligeramente mejor que cuando la digestibilidad se ex-
presa de otra forma, no existiendo diferencias apreciables entre aquellas de
“in vivo” e “in vitro”.

Los errores estandard de estimacién de cada uno de los pardmetros son
funcién de la distribucién, variacién de valores y clase de muestras que se
analicen .Esto condiciona el que cada tipo de calibracién exige una deter-
minada seleccién de longitudes de onda. Pero operando asi, se disminuye
sensiblemente el error y, por consiguiente, se gana en exactitud y pre-
cisién.
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Para cada parametro existen reflectancias o longitudes de onda espe-
cificas que pueden variar ligeramente de uunos grupos a otros de muestras
vegetales En el caso de NDF y Celulosa (Tabla 1) la seleccién de reflec-
taucias aporta poca mejora, aunque los grados de libertad se reduzcan
sensiblemcute. Esto posiblemente se deba a que las longitudes de onda fijas
del sistema no sean las més apropiadas para determinar dichos compo-
nentes.

En general, se puede afirmar que los errores de estimacion aqui obte-
nidos son muy semejantes a los encontrados por NoRRrIS y cols. (8), SHENK
y cols. (10, 11, 12, 14) y Garcia Criapo y cols. (4). Sin embargo, las cali-
braciones con respuestas animales (DMD, OMD y D-value “in vivo”), asi
como con respuestas de anglisis “in vitro” (Tablas IV, V y VI) resultan
reejores que aquellas encontradas por SHENK y NoRris. Por otro lado, di-
chas calibraciones pueden mejorarse sensiblemente operando con reflec-
tancias mas especificas (en nuestro caso ello representa una limitacién, ya
que el sistema trabaja sblo a seis longitudes de onda fija) y con grupos
de muestras mas homogéneos.

En todas las Tablas se puede apreciar claramente las dos mejoras sefia-
ladas, especialmente la dltima. Esto es logico ya que al utilizar muestras
cada vez méds uniformes, sec simplifica el nimero de compuestos en las
muestras y las vibraciones moleculares de éstas resultan maés especificas,

proporcionando relaciones mas estrechas entre senales Opticas y concen-
Iraciones.

La seleccién de reflectancias éptimas se resume en la Fig. 1. Dicha
seleccién procede de las Tablag antes citadas y en la figura se localizan
para los pardmetros estudiados. Asi, se puede ver que 1a R; 624 = 2.18 pm
resulta ser la reflectancia principal para NDF, ADF, DNDF y DMD “in
vivo”, siendo secundaria para Proteina, DMD “quimica” y DMD “in vitro”.

Otra longitud de onda muy destacada en E.R.I. es la de 1.94 pm,
siendo caracteristica de Lignina, DMD “quimica” y también de NDF, ADF,
Celulosa y DNDF. R, es tipica de Proteina, R, de DMD “in vitro” y R de
Celulosa. Asi pues, se puede afirmar que la localizacién de longitudes de
onda en la Fig. 1 difiere sensiblemente, para determinados pardmetros,
de aquella que encontraron NORRIS y cols. (8).

CONCLUSIONES

Los resultados ponen de manifiesto claramente que una vez calibrado
el aparato de R.l, éste puede utilizarse para el analisis y evaluacién auto-
matica de forrajes con errores medios de estimacién del orden de 1.0 para
Proteina, 2-3 para NDF, 1.8 para Celulosa y ADF, 2.4 para DNDF vy
DMD “quimica” y de 1-3 para DMD, OMD y D-value “in vitro” e “in vivo”.

Toda buena calibracién de un sistema de E.R.I. requiere:

a) Disponer de muestras patrén de composicién conocida lo suficiente-

mente representativas de un conjunto y con una distribucién lineal de fre-
cuencias homogénea.

PASTOS 1978 321




b) Un estudio de las curvas espectrales de la reflectancia para muestras
tipicas y de la localizaciéon de reflectancias o longitudes de onda mas
apropiadas.

¢) Una seleccion de reflectancias mediante andlisis de regresién milti-
ple paso a paso.

d) Obtener las ecuaciones de calibracién o estimacién que mayor bon-
dad ofrezcan en la prediccién de los diversos parametros.

Reconocimiento: Los autores agradecen la colaboracién técnica prestada
por J. Bustos y M.* Gémez Gutiérrez.
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AUTOMATIC ANALYSIS AND EVALUATION OF FORAGE BY INFRARED REFLECTANTE
SPECTROSCOPY. OPTIMIZATION OF WAVELENGTHS

SUMMARY

Infrared reflectance spectroscopy (I.R.S.) technique is studied for automatic eva-
luation and analysis of forage and fibrous food. Spectral curves of the forage re-
flectance clearly show that they are compound curves and characteristics of the
various chemical constituents of grass.

Such chemical constituents or quality factors are not directly determined by
LR.S. but they can be so, after calibration, through prediction equations obtained
from composition samples or known animal responses. Once the system has been
calibrated may determine multiple quality factors n just a few minutes.

The study of this analysis system exactness and accuracy presents relatively low
stimation standard errors (between 0.5 and 4 %) thus allowing for its utilization. Re-
sults are perceptibly improved by especial selections of wavelengths.
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