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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue generar ecuaciones de calibracion que permitan
predecir la composicion quimico nutricional de la especie forrajera rye grass italiano (RG)
(Lolium multiflorum Lam) mediante la técnica de Espectroscopia de Reflectancia en
Infrarrojo Cercano (NIRS). Se colectaron 75 muestras de RG de diferentes semanas de
corte provenientes de los campos experimentales del Centro de Investigacion IVITA-EI
Mantaro (Huancayo, Pert1), a las cuales se les realizé la captura del espectro mediante
equipo NIRS y se hizo el analisis quimico de referencia para los componentes proteina
cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas totales (CZ), fibra cruda (FC) y fibra detergente
neutro (FDN). Se desarrollé un modelo de calibracion y validacion mediante minimos
cuadrados parciales (PLS) y como estadisticos de exactitud y precision se utilizaron el
coeficiente de correlacion (R), coeficiente de determinacion (R?), raiz cuadrada media del
error de calibracion (RMSEC), raiz cuadrada media del error de predicciéon (RMSEP),
proporcion del rango con el error (RER) y desviacion residual predictiva (RPD). El anali-
sis proximal promedio fue para PC=19.02%, EE=4.53%, CZ=12.79%, FC=16.50% y
FDN=60.98%. Altos valores de R*y bajos RMSEC y RMSEP fueron obtenidos para PC
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(0.96,1.02,1.19), EE (0.94,0.29, 1.05), CZ (0.90, 0.57,0.92) y FDN (0.90, 1.01, 1.25, respec-
tivamente). El mayor RER (22.34) y RPD (4.90) se obtuvo para EE. Se concluye que las
ecuaciones de calibracion y validacion NIRS obtenidas permiten una optima prediccion
cuantitativa de PC, EE, CZ y FDN en rye grass italiano (Lolium multiflorum Lam).

Palabras clave: NIRS; espectroscopia de reflectancia en infrarrojo cercano; evalua-
cion de forrajes; analisis proximal; rye grass italiano; Lolium multiflorum
Lam; calibracion

ABSTRACT

The aim of this study was to generate calibration equations to predict the nutritional
chemical composition of the Italian rye grass (RG) (Lolium multiflorum Lam) by near
infrared spectroscopy (NIRS). A total of 75 samples of RG of different harvesting weeks
were collected from the IVITA Research Center in Huancayo (Peru). Spectrum capture
was performed using NIRS and the chemical analysis was done for reference of the
following components: crude protein (CP), ether extract (EE), total ash (CZ), crude fibre
(CF) and neutral detergent fibre (NDF). A calibration and validation model by partial least
squares (PLS) was developed and the correlation coefficient (R), coefficient of
determination (R?), root mean square error of calibration (RMSEC), root mean square
error of prediction (RMSEP), ratio range with error (RER) and residual predictive deviation
(RPD) were used as statistics of accuracy and precision. Proximate analysis means were:
PC=19.02%, EE=4.53%, CZ=12.79%, FC = 16.50% and NDF 60.98%. High values of R
and low values of RMSEC and RMSEP were obtained for PC (0.96, 1.02, 1.19), EE (0.94,
0.29, 1.05),CZ(0.90,0.57,0.92) and NDF (0.90, 1.01, 1.25, respectively). The largest RER
(22.34) and RPD (4.90) were obtained for EE. It is concluded that the calibration and
validation equations obtained by NIRS enable optimal quantitative prediction of PC, EE,
CZ and NDF in Italian rye grass (Lolium multiflorum Lam).

Keywords: NIRS; near infrared spectroscopy; forage evaluation; proximate analysis;

Italian rye grass; Lolium multiflorum Lam; calibration

INTRODUCCION

En el Peru existe un limitado desarrollo
en la automatizacion de los métodos conven-
cionales de analisis de alimentos, de modo
que se dificulta disponer de informacion
confiable de forma rapida y eficaz sobre el
valor nutricional de los pastos utilizados como
alimento para el ganado.

La tecnologia de espectroscopia de
reflectancia en infrarrojo cercano (Near
Infrared Spectroscopy, NIRS) se emplea des-
de la década del setenta como una técnica
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alternativa a los métodos quimicos y quimi-
co-biologicos tradicionales, con alto potencial
para obtener estimaciones confiables y rapi-
das de la composicion quimica nutricional de
forrajes (Givens et al., 1997; Cozzolino et al.,
2003; Decruyenaere, 2009; Andueza et al.,
2011; Decruyenaere et al., 2015; Tellado et
al.,2015; Asekova et al., 2016), asi como de
otros productos de muy diversa indole; entre
ellos, los de industrias de alimentos,
bioquimica, ambiental, farmacéutica y médi-
ca (Shenk y Westerhaus, 1994; Dambergs et
al. 2006; Magwaza et al., 2016), constitu-
yéndose una técnica no destructiva, rapida, y
de gran precision y exactitud.
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La técnica esta basada en la medicion
de la intensidad de absorcion de luz en el es-
pectro infrarojo (700-2500 nm) de una mues-
tra, que mediante la aplicacion de técnicas
de calibracion multivariadas se relaciona con
la composicion o alguna propiedad de la mis-
ma (FAO, 2011). Ha sido estudiada para la
prediccion de la composicion nutricional (pro-
teina cruda y fibra cruda) de pastos y forra-
jes en Espatfia (Garcia-Ciudad et al., 1993),
EEUU (Krahmer et al., 2013), Australia
(Woolnough y Foley, 2002) y Colombia
(Lascano, 2002; Vasquez et al. 2004), entre
otros.

El rye grass italiano (Lolium multiflo-
rum Lam) es una graminea perenne de rapi-
do crecimiento, que se cultiva desde el nivel
de mar hasta los 4200 msnm, lo cual condi-
ciona una elevada demanda como alimento
forrajero para el ganado (Ordofiez y
Bojorquez, 2004; CARE, 2011; INEI, 2012;
Bojorquez et al., 2015). El objetivo de la pre-
sente investigacion fue evaluar la aplicabilidad
de la espectroscopia de reflectancia en in-
frarrojo cercano (NIRS) para la prediccion
quimico nutricional de rye grass italiano
(Lolium multiflorum Lam), conocimiento
base para formular raciones eficientes basa-
das en informacion actualizada.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El presente trabajo se realizo en el La-
boratorio de Bioquimica, Nutricion y Alimen-
tacion Animal (LBNAA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos (Lima, Pert1).
La zona presenta una temperatura anual pro-
medio de 22 °Cy 83% de humedad relativa.

El LBNAA cuenta con un equipo de
NIRS, Antaris II FT-NIR Analyzer
THERMO™ (longitud de onda de 400 a
2500), que analiza materias primas liquidas y
solidas. El equipo cuenta con una computa-
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dora y capsulas de cuarzo de 8 cm de diame-
tro para escaneo de muestras secas y moli-
das. El equipo se encuentra bajo condiciones
de 54% de humedad relativa y 18 °C de tem-
peratura ambiental. El manejo de la base de
datos de los espectros se realiza mediante el
software TQ Analyst™.

Muestras

Se trabajé con 75 muestras representa-
tivas de rye grass italiano (Lolium
multiflorum Lam), variedades Tama y Winter
Star, con un rango apropiado de caracteristi-
cas nutricionales de interés, obtenidas en for-
ma experimental mediante muestreo aleato-
rio estratificado con 4, 6, 9, 12 y 18 semanas
de corte. Las muestras correspondieron a
cosechas realizadas entre febrero y julio de
2015, y tomadas a 5 cm del suelo (Pereira et
al., 2012), en lotes experimentales de la es-
tacion experimental del Centro de Investiga-
cion IVITA en El Mantaro (Junin, Pert), a
3320 msnm.

Las muestras se utilizaron para la cali-
bracion y validacion externa del NIRS. Las
muestras fueron colocadas en bolsas de pa-
pel kraft y llevadas a estufa convencional a
una temperatura de 60 °C por 48 h. Luego
se llevaron al LBNAA para ser molidas (mo-
lino Thomas Wiley™) y pasadas por malla de
1 mm. Se almacenaron en bolsas de plastico,
tipo ziploc, hasta su analisis espectral y qui-
mico proximal.

Analisis Proximal

El analisis quimico proximal de las mues-
tras se realizé en el LBNAA, segun el proto-
colo de la AOAC (1990) para las variables
nutricionales de proteina cruda (AOAC
976.05), extracto etéreo (AOAC 920.39), fi-
bra cruda (AOAC 978.10) y cenizas totales
(AOAC). En el caso de la fibra detergente
neutro (FDN), se sigui6 el protocolo de Van
Soest et al. (1991). Los analisis se realizaron
por duplicado y se reportaron como porcen-
taje en base seca.
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Metodologia NIRS
Registro de los espectros

Se obtuvieron los espectros de absor-
cion mediante escaneo NIRS (400-2500 nm,
intevalo 2 nm) en modo de reflectancia de
las 75 muestras. Los datos se guardaron como
el logaritmo (1/R) (donde R=reflectancia).
Para la calibracion, se seleccionaron 50 es-
pectros representativos mediante muestreo
aleatorio (Alomar y Fuchslocher, 1998). La
validacion externa se realizo usando los 25
espectros restantes. El rango espectral de las
bandas de absorcion NIRS de los constitu-
yentes nutricionales de rye grass italiano se
encuentra entre 1100 y 2400 nm (Wehling,
2008).

Desarrollo de la calibracion NIRS y and-
lisis de regresion

El tratamiento matematico para la cali-
bracion y validacion fue mediante cuadrados
minimos parciales (PLS) Derivada 1, segiin
Marten (1983). La ecuacion basica de cali-
bracion (Vasquez et al., 2004) esta dada por
Y=a+bX +b,X + ... +b X, donde,
Y = componente a ser calibrado, X, X, ... X_
= n variables espectrales independientes, b,
b, ..... b_=n coeficientes de regresion, y a =
el intercepto.

Para la verificacion se utilizo un analisis
de regresion para establecer la exactitud de
los valores obtenidos mediante método qui-
mico de referencia de proteina cruda (PC),
extracto etéreo (EE), cenizas totales (CZ),
fibra cruda (FC) y fibra detergente neutro
(FDN) con las ecuaciones del NIRS.

Se realiz6 estadistica descriptiva, deter-
minando la media, desviacion estandar, valor
maximo y minimo, y el coeficiente de varia-
cion de los parametros quimico nutricionales
del pasto.

Como parametro de exactitud para la

evaluacion del modelo de calibracion y esti-
mar su capacidad predictiva, se utiliz6 el co-
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eficiente de correlacion (R), el coeficiente de
determinacion [R2 Ec. (1)], RMSEC [Ec. (2)]:
error de prediccion en calibracion para el
conjunto de calibracion; RMSEP [Ec. (3)]:
error de prediccion en validacion externa para
el conjunto de validacion; RPD [Ec. (4)]: re-
lacion entre la desviacion estandar del méto-
do quimico de referencia y el error de pre-
diccion encontrado en el modelo NIRS; y
RER [Ec. (5)]: proporcion de rango de datos
con el error de prediccion (Cozzolino, 2002;
Magwaza et al., 2016).

Z(Ycal — Ymean)?

(1)R? = 1-

Z(Ycal - Yact)?
(2) RMSEC = Z(le —Yact)?/n
(3) RMSEP = 4/ X (e ~vacty/n
(4)RPD = SD / RMSEP
(5) RPD = rango / RMSEP

donde n = namero de espectro; Y =valor
actual; Y, = valor promedio; Y, = valor

mean . . fl] .
calculado; Ypre , = valor de prediccion del atri-
buto; y SD =desviacion estandar de los valo-
res referenciales.

Segun Vymazal (2008), el modelo debe
tener alto R y R%, bajo RMSEC y RMSEP,
RPD superior a 3 y RER superior a 10.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Proximal

Los resultados de los analisis de labora-
torio para los colectivos de calibracion y vali-
dacion externa se presentan en los cuadros 1
y 2, respectivamente. En ambos casos, los
valores de PC, EE, CZ, FC y FDN presenta-
ron un amplio rango de variabilidad, favora-
ble para el desarrollo de ecuaciones de cali-
bracion NIRS. Asimismo, reflejan la varia-
cion en el contenido de nutrientes seglin la
edad de crecimiento del pasto.
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Cuadro 1. Analisis quimico proximal y fibra detergente neutro - FDN (%) de rye grass italiano
(Lolium multiflorum Lam) y variacion de la poblacion para la calibracion del NIRS

de cada constituyente (n=50 muestras)

Componente Froteina Ext’r acto Cenizas Fibra cruda FDN
cruda etéreo totales

Rango 8.53 - 1.00 - 8.10 - 14.30 - 52.0 -
g 24.19 6.70 15.78 21.72 66.5

Promedio 19.02 4.53 12.79 16.50 60.98

Desviacion 5.03 1.20 1.94 2.49 3.09

estandar

Coeficiente de 0.26 0.26 0.15 0.15 0.05

variacion

Varianza 25.26 1.43 3.75 6.20 9.55

Cuadro 2. Analisis quimico proximal y fibra detergente neutro - FDN (%) de rye grass italiano
(Lolium multiflorum Lam) y variacion de la poblacion para la validacion de cada

constituyente (n=25 muestras)

Componente Froteina Ext’r acto Cenizas Fibra cruda FDN
cruda etéreo totales

Raneo 8.51- 1.00- 8.11- 13.98- 52.6-
& 2431 7.48 14.75 20.97 652

Promedio 19.72 4.45 12.41 15.83 60.34

Desviacion 4.64 1.42 1.79 1.96 3.42

estandar

Coeficiente de 0.23 0.32 0.14 0.12 0.05

variacion

Varianza 21.57 2.02 3.19 3.86 11.71

La PC present6 un valor de 19.02% en
el colectivo de calibracion y de 19.72% en el
colectivo de validacion externa, valores por
encima del promedio dado por Laforé¢ et al.
(1999) de 9.60% y de 14.7% reportado por
Flores et al. (2013) para rye grass italiano
cultivado en el valle del Mantaro, Huancayo-
Pertiy en la zona costera de Galicia, Espafia,
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respectivamente. Por otro lado, similar al
18.8% hallado por Posada et al. (2013) en
Medellin, Colombia, a 2750 msnm.

El promedio en EE fue de 4.53% en el
colectivo de calibracion y de 4.45% en el de
validacion externa. Estos valores fueron su-
periores al 2.61 reportado por Villalobos y
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Sanchez (2010) en rye grass (Lolium
multiflorum Lam), cultivado en zonas altas
de Costa Rica, pero similar al 4.7% hallado por
Posada ef al. (2013) en rye grass italiano.

El valor de las CZ fuede 12.79y 12.41%
en los colectivos calibracion y validacion, res-
pectivamente, mayor al 9.96% obtenido por
Villalobos y Sanchez (2010) en rye grass.
Asimismo, el promedio de FC fue de 16.50%
en colectivo de calibracion y 15.83% en co-
lectivo de validacion externa; superiores a lo
hallado por Villalobos y Sanchez (2010) en
rye grass (15.40%); pero inferiores a lo re-
portado por Posada et al. (2013) en rye grass
italiano (23.90%). Los resultados de FDN
tuvieron un promedio de 60.98% y 60.34%
en los colectivos calibracion y validacion y
fueron superiores al 51% hallado por Laforé
et al (1999), al 49.76% de Villalobos y
Sanchez (2010) y al 40.8% hallado por Posa-
da et al. (2013).

Los resultados encontrados reflejan la
amplia variacion existente en la composicion
nutricional del rye grass italiano cultivado bajo
las condiciones climaticas y caracteristicas
del suelo del valle del Mantaro a 3300 msnm;
factores que tienen gran influencia en la com-
posicion nutritiva y calidad de los pastos en
esta region (Bojorquez et al., 2015).

Calibracion y Validacion Externa

La Figura 1 muestra el conjunto de da-
tos espectrales del colectivo de muestras uti-
lizadas en el trabajo. Se observa algunas irre-
gularidades en un determinado numero de
muestras en la region de sobretonos de longi-
tud de onda 2050 a 2150, pero conservando
su caracteristico «paralelismo» con relacion
al colectivo global, lo que permite garantizar
la exactitud de prediccion del contenido
nutricional en el rango de calibracion.

En el Cuadro 3 se muestran los esta-
disticos determinados por las mejores
ecuaciones de calibracion y validacion exter-
na de las muestras para los constituyentes
PC, EE, CZ, FC y FDN. Para R y R? se tuvo
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en cuenta el criterio de Shenk et al. (1992) y
Andrés et al. (2005), quienes sefialan que
valores de 0.50-0.69, 0.70-0.89 y >0.90 indi-
can una calibracion ineficaz, regular, y bue-
na, respectivamente, considerando si el mo-
delo discrimina muestras de alto y bajo con-
tenido en el parametro analizado.

Los resultados de calibraciéon muestran
valores altos de R y R*(>0.90) para la mayo-
ria de constituyentes; sin embargo, se hallo
un valor de R>=0.81 para para el constitu-
yente FC, lo que indicaria una calibracion re-
gular para este parametro. Cozzolino (2002),
analizando insumos para animales mediante
NIRS, reporto valores de R*de 0.98 para PC,
0.93 para FC y 0.92 para CZ; en tanto que
Keim et al. (2015) obtuvieron valores de R?
de 0.99 para PC y 0.95 para FDN en un es-
tudio de determinacion de estos constituyen-
tes en pasturas incubadas en rumen.

Los valores de RMSEC para los cons-
tituyentes de rye grass italiano fueron bajos,
observandose los mejores resultados para los
constituyentes EE (0.29) y CZ (0.57).
Asekova et al. (2016) obtuvieron valores de
0.608 y 0.387 de RMSEC para PCy EE, res-
pectivamente, en granos de soya. Asimismo,
Magwaza et al. (2016) reportaron valores de
0.26 (R*=0.98) para 104 variedades de ca-
mote; Vasquez et al. (2004) reportaron valo-
res de 0.26 (R?=0.99) para PC, 0.09 (R>=0.93)
para EE; 0.21 (R?*=0.99) para CZ y 0.69
(R*=0.95) para FDN, en 70 muestras de 18
variedades de pasto guinea en Colombia.
Estos reportes presentan valores R? simila-
res a los obtenidos en el presente estudio para
rye grass italiano. Por otro lado, Castro et al.
(2001) reportaron valores de RMSEC de 0.63
(R?=0.98) para PC y 1.97 (R?>=0.94) para
FDN al analizar espectros de rye grass in-
glés, dactilo y praderas mixtas.

Los resultados del modelo de validacion
externa, indicados en el Cuadro 3, muestran
altos coeficientes de correlacion (R), 0.97 y
0.93, y regulares coeficientes de determina-
cion (R?), 0.94 y 0.86, para los constituyen-
tes PC y FDN, respectivamente. El valor mas
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Figura 1. Espectro NIRS en Log 1/R y longitud de onda de las muestras de rye grass italiano
(Lolium multiflorum Lam) (n=75 muestras). Laboratorio de Bioquimica, Nutricion y
Alimentacion Animal (LBNAA), Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima

Cuadro 3. Estadisticos de calibracion y validacion de las ecuaciones obtenidas para la
determinacion de analisis proximal y fibra detergente neutro (FDN) de Rye grass

italiano (Lolium multiflorum Lam)

Calibracion

Validacion

Constituyente .
n R R

RMSEC* n R R?

RMSEP®

Proteina cruda 50 0.98 0.96
Extracto etéreo 50 0.97 0.94
Cenizas totales 50 0.95 0.90
Fibra cruda 50 0.90 0.81
FDN 50 0.95 0.90

1.02 25 097 094 1.19
0.29 25 0.84  0.71 1.05
0.57 25 0.86 0.74 0.92
1.07 25 0.84  0.71 1.13
1.01 25 0.93 0.86 1.25

R: Coeficiente de correlacidn; R%: Coeficiente de determinacion

@ Raiz cuadrada media del error de calibracion
b Raiz cuadrada media del error de prediccion

bajo de RMSEP se muestra en el constitu-
yente CZ (0.92) y el valor mas alto en FDN
(1.25).

El estadistico RPD (Residual
Predictive Deviation), también utilizado para
evaluacion de ecuaciones NIRS en relacion
aprecision y exactitud, mide la relacion entre
la desviacion estandar (SD) del analisis qui-
mico y el RMSEP del constituyente. Si esta
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relacion es menor a 3, las ecuaciones obteni-
das tienen un bajo poder de prediccion
(Murray, 1993). En el Cuadro 4 se presentan
los resultados de RPD superiores a 3 en los
constituyentes PC, EE, CZ y FDN,
obteniéndose el mayor valor para EE (4.90),
seguido de PC (4.55). El constituyente FC
resulté con un RPD inferior a 3, lo que signi-
ficaria que la calibracion obtenida con el tra-
tamiento matematico empleado en este estu-
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Cuadro 4. Estadisticos estimadores de la calidad de la calibracion para analisis proximal y
fibra detergente neutro de rye grass italiano (Lolium multiflorum Lam)

Estadistico'

Constituyente ™

Y (ab.c) RER RPD
Proteina cruda 1,5,5 15.49 4.55
Extracto etéreo 1,5,5 22.34 4.90
Cenizas totales 1,5,5 11.65 3.14
Fibra cruda 1,5,5 6.53 1.83
Fibra detergente neutro 1,5,5 12.47 3.39
(FDN)

L TM: Tratamiento matemaético (a: Derivada; b: Gap; c: Smooth). RER: Range Error Ratio (Proporcidn
de rango de datos con el error). RPD: Residual Predictive Deviation (Proporcion de la desviacidon con
el error)
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Figura2. Curvas de calibracion y validacion obtenidas para los constituyentes proteina cruda,
extracto etéreo, cenizas totales, fibra cruda y fibra detergente neutro
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dio no estaria prediciendo valores quimico
proximales correctos, que seria consecuen-
cia de la variabilidad natural del material bio-
logico experimental.

Williams (2001) sefiala que resultados
del RPD >3 permiten el uso de la calibracion
obtenida para clasificacion y evaluacion de
muestras en laboratorio. El estadistico RER
(Range Error Ratio) se emplea para eva-
luar el rendimiento del modelo de calibracion
de tal forma que si RER >4, la calibracion es
aceptable para analisis cualitativo de mues-
tras; si RER >10, la calibracion es aceptable
para control de calidad; y si RER >15, la ca-
libracion es Optima para cuantificacion
(AACC, 2016). De la correlacion entre la
sefial espectral del barrido y el método qui-
mico (calibracion) se obtuvo el modelo mate-
matico estadistico. La totalidad de ecuaciones
fueron desarrolladas con la primera deriva-
da, una distancia entre los puntos de longitu-
des de onda (Gap) igual a 5 y una eliminacién
de ruido (Smoth) Savitzky-Golay de 5 en el
orden polinomial 3.

En la Figura 2 se observa una alta co-
rrelacion y tendencia lineal entre los valores
calculados mediante NIRS (calculated) y
quimico proximal del LBNAA (actual) en los
colectivos de calibracion y validacion para los
constituyentes PC, EE, CZ, FC y FDN.

La exactitud de las predicciones NIRS
dependera de la precision con que se reali-
cen los analisis quimicos y los tratamientos
matematicos. Los altos valores obtenidos de
RPD (>3) y RER (>10) indican una capaci-
dad de prediccion alta para el contenido de
PC, EE, CZ y FDN en muestras de rye grass
italiano (Lolium multiflorum Lam) mediante
la técnica NIRS.

CONCLUSIONES

e Las ecuaciones de calibracion y valida-
cion NIRS obtenidas permiten una opti-
ma prediccion cuantitativa de proteina

546

cruda, extracto etéreo, cenizas totales,
fibra cruda y fibra detergente neutro en
rye grass italiano (Lolium multiflorum
Lam).

e Para el constituyente fibra cruda, la ca-
libracion NIRS obtenida muestra una baja
prediccion cuantitativa.

e  FElanalisis proximal de rye grass italiano
(Lolium multiflorum Lam) presento va-
lores promedio de 19.02% de proteina
cruda, 4.53% para extracto etéreo,
12.79% para cenizas, 16.50% para fibra
cruda y 60.98% para fibra detergente
neutro.
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