INVESTIGACION

USO DE LA ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA EN EL
INFRARROJO CERCANO PARA EL ANALISIS DE CALIDAD
DE ENSILAJE DE MAiZ!

Use of near infrared reflectance spectroscopy to analyze corn silage quality’

Daniel Cozzolino* 3", Alberto Fassio®, Enrique Fernandez®

ABSTRACT

Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) was
used to predict the chemical composition of corn silage
samples (Zea mays L.). Two hundred samples of a
wide range of both chemical characteristics and origins
were scanned in a monocromator instrument (NIRS
6,500, NIRSystems, Silver Spring, Maryland, USA)
over the wavelength range between 400 to 2,500 nm, in
reflectance mode. Calibration coefficients of
determination (R? ) and standard error in cross
validation (SECV) were 0.94 (SECV: 0.74%), 0.94
(SECV:0.54%),0.91 (SECV: 1.8%), and 0.90 (SECV:
3.8%) for dry matter (DM), crude protein (CP), acid
detergent fiber (ADF) and neutral detergent fiber (NDF)
respectively, dry weight basis. The results demonstrate
the potential of NIRS for the routine analysis of corn
silage to determine DM, CP and ADF.
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RESUMEN

La espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIRS) fue utilizada para predecir la
composicion quimica del ensilaje de maiz (Zea mays
L). Doscientas muestras de un amplio rango de
caracteristicas fisico—quimicas y origen, fueron leidas
en un equipo monocromador (NIRS 6.500,
NIRSystems, Silver Spring, Maryland, USA) en el
rango de longitudes de onda de 400 a 2.500 nm, en
reflectancia. Los coeficientes de determinacion en
calibracion (R? ) y el error estiandar de la validacion
cruzada (SECV) fueron 0,94 (SECV: 0,74%), 0,94
(SECV: 0,54%), 0,91 (SECV: 1,8%), y 0,90 (SECV:
3,8%) para materia seca (MS), proteina cruda (PC),
fibra detergente acida (FDA) y fibra detergente neutra
(FDN) en base materia seca. Los resultados demuestran
el potencial del NIRS para el analisis de rutina del
ensilaje de maiz para MS, PC, y FDA.

Palabras clave: Espectroscopia de reflectancia en el
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INTRODUCCION

El ensilaje de planta entera de maiz (Zea mays L.)
es la base de la suplementacion invernal y estival,
en los sistemas de produccion animal intensiva en
Uruguay. Los cambios bacteriologicos y quimicos
durante el proceso del ensilaje pueden afectar el
rendimiento en nutrientes y la calidad final del
ensilaje como alimento para los animales. Por
esta razon es necesario conocer la calidad y valor
nutritivo de los alimentos para uso animal, para el
mercadeo de productos agricolas a nivel predial y
comercial. Los métodos cuantitativos y
cualitativos tradicionales de analisis de alimentos
son dificultosos, demandan tiempo, mano de obra
y son de un elevado costo (Murray, 1986; Osborne
et al., 1993; Cozzolino, 1998; Cozzolino et al.,
2000).

Las propiedades oOpticas de los alimentos, y en
particular la aplicacion de la espectroscopia de
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), se
emplea desde la década del 70 en la industria
alimenticia, farmacéutica, y petroquimica, como
alternativa a los métodos quimicos y quimico—
biolodgicos tradicionales (Norris et al., 1976;
Murray, 1986; Cozzolino et al.,2000). EINIRS es
unatécnicarapida, no destructiva ni contaminante,
y de gran exactitud siempre que se sigan los
procedimientos adecuados para crear las
ecuaciones de calibracion (Alomary Fuchslocher,
1998; Givens y Deaville, 1999). El método utiliza
la region de longitudes de onda entre los 700 y
2.500 nanometros (nm) del espectro
electromagnético (Alomar y Fuchslocher, 1998;
Murray, 1996; Deaville y Flinn, 2000). Este
método se basa en que cuando la luz incide sobre
una muestra, una parte de los fotones es transmitida
através de lamisma, siendo el resto absorbido. La
absorcion de energia por la muestra produce que
los enlaces entre C-H, O-H y N-H, componentes
principales de la estructura basica de las sustancias
organicas, vibren en distintas formas (Givens y
Deaville, 1999).

La interacciéon de la energia con la materia
obedece a la ley de Lambert-Beer, que establece
que la absorbancia a cualquier longitud de onda
es proporcional al nimero o concentracion de las
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moléculas absorbentes presentes en el camino
recorrido por laradiacion (Alomar y Fuchslocher,
1998; Cozzolino, 1998). Esto determina que para
un material de naturaleza quimica heterogénea,
el espectro obtenido en la region del infrarrojo
cercano es la combinacién de bandas de
absorciones parciales sobrepuestas o muy
cercanas, que suelen confundirse en una linea
suavizada, en que se encuentran picos, valles y
curvaturas en forma de hombro (Alomar y
Fuchslocher, 1998; Deaville y Flinn, 2000). Al
desarrollar una calibracion NIRS, la informacion
espectral (Optica) se relaciona mediante un
algoritmo con la informacion de la composicion
fisico—quimica (método de referencia) a través
de la aplicacion de modelos estadisticos como
son la regresion multiple, los componentes
principales y los cuadrados minimos parciales.

El objetivo principal de este trabajo fue explorar
el uso de la espectroscopia de reflectancia en el
infrarrojo cercano (NIRS) en el analisis
cuantitativo de PC, MS, y fibras detergente acido
y neutro del ensilaje de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron doscientas muestras de ensilaje de
maiz (Zea mays L.) (n = 200) provenientes de
distintas regiones de Uruguay. Las muestras
frescas fueron secadas a 60°C en estufa de aire
forzado por 48 h previo andlisis quimico y NIRS.
Las muestras fueron posteriormente molidas en
un molino tipo Wiley con mallas de 4 y 1 mm
(Arthur H. Thomas, USA) y analizadas
quimicamente en el laboratorio de Nutricion
Animal del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), Estacion Experimental La
Estanzuela, Colonia, Uruguay. Materia seca
(estufa a 103°C), cenizas (incineracion de las
muestras a 500°C) y PC (PC = N x 6,25) fueron
analizadas segun procedimientos convencionales
(AOAC, 1990). Fibra detergente acida (FDA)
(Goering y Van Soest, 1970) y fibra detergente
neutra (FDN) se analizaron acorde la modificacion
de la técnica segun Van Soest, et al. (1991). Los
analisis quimicos se expresaron en base materia
seca.
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Las muestras de ensilaje de maiz (secas y molidas)
fueron analizadas en el rango de longitud de onda
de 400-2.500 nm en un instrumento
monocromador (NIRS 6500, NIRSystems, Silver
Spring, Maryland, USA) en una cubeta circular
de 50 mm de didmetro y 2 mm de espesor (nimero
de parte NIRS I[H-0325). Los datos de reflectancia
se guardaron como el logaritmo (1/R) (donde R
= reflectancia) a 2 nm de intervalo (1.050 datos
por muestra). La luz difusa reflejada (R) por la
muestra fue registrada en detectores de sulfuro
de plomo, amplificada, digitalizada,
transformada en log 1/R y enviada a una
computadora para su almacenamiento y
procesamiento (Alomar y Fuchslocher, 1998).
En forma paralela a la sefal digital de luz
reflejada, la computadora recibié una sefial que
representa la longitud de onda utilizada, de modo
que a cada valor de reflectancia almacenada, le
corresponde una longitud de onda.

El conjunto de valores de diferentes longitudes de
onda para una muestra constituye su espectro que
representa la “huella dactilar” o “espectro” tipico
o representativo de la muestra. Se desarrollaron
las ecuaciones de calibracion y prediccion usando
el método estadistico de los cuadrados minimos
parciales modificados (MPLS) (Shenk y
Westerhaus, 1993). Las ecuaciones de regresion
se detallan a continuacion:

Y=b,+bx +.......... b X,
donde Y representa el parametro quimico o
caracteristica (PC, FDA, etc.); b, es el intercepto,
b, a b, los coeficientes de la regresion, x, a x,
absorbancias a diferentes longitudes de onda. Se
empled la validacion cruzada para evitar el sobre
ajuste de los modelos (NIRS 2, 1995) y se aplico
correccion de los espectros mediante el
procedimiento de SNV (varianza normal estandar)
(Barnes et al., 1989).

El tratamiento matematico aplicado a los espectros
fue (1,5,5); donde el primer nimero indica el
orden de la derivacion o substraccion (uno es la
primera derivada del logaritmo 1/R), el segundo
numero es la amplitud o distancia entre los

segmentos a sustraer, y el tercer nimero es la
longitud del segmento a ser suavizado. Se
exploraron otros tratamientos matematicos (1,4,4),
(2,5,5) vy (2,10,10), los cuales no determinaron
una mejora en las calibraciones. Las estadisticas
de la calibracion calculadas incluyen el error
estandar de la calibracion (SEC), el coeficiente de
determinacion en la calibracion (R2_,), el error
estandar de la validacion cruzada (SECV) y el
coeficiente de determinacién en la validacion
cruzada (R? ;) (Shenk y Westerhaus, 1993). Las
ecuaciones de calibracidén fueron seleccionadas
sobre la base de minimizar el error estandar de la
validacion cruzada (SECV) y/o el error estandar
de la calibracion (SEC). El programa utilizado
fue NIRS 3.01 de ISI (Infrasoft International,
Maryland, USA) (Shenk y Westerhaus, 1993). El
error estandar de la calibraciony el de la validacion
cruzada fueron calculados por el programa
mediante la férmula:

SEC/V : [(Quim — NIRS)? / (n — t — 1)]12

Donde Quim es el valor del método de referencia;
NIRS: valor de prediccion NIRS; n: nimero de
muestras en la calibracion, t: namero de términos
del modelo de calibracion (Shenk y Westerhaus,
1993). Se utiliz6 la eliminacion de outliers que
incorpora el programa NIRS 3.01. Muestras con
unt>2,5yun H (H: distancia de Mahalanobis) >
3 fueron consideradas outliers.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se presenta la composicion
quimica, media, rango y la desviacion estandar de
las muestras de ensilaje de maiz utilizadas para
construir las calibraciones NIRS. En el Cuadro 2
se presentan los resultados obtenidos para las
calibraciones NIRS de los distintos parametros
quimicos analizados. De mayor a menor los
coeficientes de determinacion en calibracionR2 |
se ordenan en 0,94 (SECV: 0,74%), 0,94 (SECV.:
0,54%),0,91 (SECV: 1,8%),y 0,90 (SECV: 3,8%)
para MS, PC, FDA y FDN respectivamente. Los
resultados fueron similares a los reportados por
otros autores (De Boever et al., 1997; Amari y
Abe, 1997).



390

Cuadro 1. Composicién quimica (%) de muestras de ensilaje de maiz utilizadas para la construccion de
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calibraciones NIRS (base materia seca, %).

Table 1. Chemical composition (%) of corn silage samples used to perform the NIRS calibrations (dry matter basis, %).

Media Desviacion estandar Minimo Miaximo
MS 934 2,7 83,6 99
PC 7,9 1,5 3,7 14,8
Ceniza 6.3 0,98 4.2 11,8
FDA 31,3 42 19,7 45,8
FDN 59,8 8,8 40,1 82
pH 3,9 0,4 3 5,2

MS: materia seca; PC: proteina cruda; FDA: fibra detergente acido; FDN; fibra detergente neutro, NIRS: espectroscopia de reflectancia

en el infrarrojo cercano.

Cuadro 2. Calibracion y validacién cruzada NIRS
para distintos parametros de calidad en ensilaje
de maiz (base materia seca, %).

Table 2. NIRS calibration and cross validation for
distinct quality parameters of corn silage (% dry
matter basis).

SEC Rl SECV R’
MS 0,6 0,94 0,7 0,91
PC 0,4 0,94 0,5 0,89
Ceniza 0,4 0,80 0,5 0,71
FDA 1,2 0,91 1,8 0,85
FDN 2,8 0,90 3,8 0,80
pH 0,2 0,80 0,2 0,75

MS: materia seca; PC: proteina cruda; FDA: fibra detergente
acido; FDN; fibra detergente neutro; SEC: error estandar de
calibracion; R?_: coeficiente de determinacion en calibracion;
SECV: error standar de la validacion cruzada.

NIRS: espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano.

El contenido de humedad residual de la muestra
vari6 considerablemente con el tiempo de
conservacion en el laboratorio, y con el tiempo
transcurrido entre el analisis y la lectura NIRS, lo
que puede explicar los bajos R? en calibracion y
altos SECV para las predicciones de fibra.

Del mismo modo, el método de analisis utilizado
(estufa 105°C) no es el mas recomendado para la
determinacion de humedad de la muestra cuando
se utiliza como método de referencia para la
construccion de ecuaciones de calibracion NIRS,
particularmente con ensilajes. El efecto del
secado sobre la composicion de las distintas
fracciones y como afectan a las predicciones
NIRS ha sido tratado por varios autores (Alomar
et al., 1999).

Distintos autores comprobaron que Ila
liofilizacion o titulacion (método Karl Fischer)
son mejores como métodos de referencia en la
determinacién de humedad con la técnica NIRS
(Shenk y Westerhaus, 1993; Murray, 1993).

El poder de prediccion de NIRS decrece con el
aumento de lacomplejidad del parametro analizado,
como es el caso de la FDN y cenizas. En la region
del infrarrojo es dificil determinar entidades
complejascomo laFDN, ya que los datos espectrales
obtenidos por el NIRS representan con mayor
exactitud a la estructura quimica real de la muestra
que a estructuras o elementos determinados por la
quimica humeda, como son las fracciones fibra
acida o neutra o sus constituyentes que componen
la pared celular de los vegetales (Abrams et al.,
1987). Estas ultimas no corresponden a entidades
moleculares definidas, sino a determinaciones
empiricas que, por tanto, no permiten definir los
grupos quimicos reales involucrados (Alomar y
Fuchslocher, 1998). Para el caso de las cenizas, se
debe destacar que las sustancias inorganicas y los
minerales no poseen absorcion en la region del
infrarrojo. Sin embargo, los minerales y otros
elementos inorgdnicos se pueden asociar a la
estructura organica bajo la forma de 6xidos, quelatos
u otros complejos, e indirectamente ser estimados
por el NIRS. Para pH, las calibraciones obtenidas
son moderadas. La determinacion de pH por NIRS
estd asociada a la correlacion con grupos OH de la
muestra, principalmente en correspondencia con
el contenido de humedad. Para cenizas y pH las
calibraciones obtenidas son consideradas con un
valor de prediccion medio.
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La relacion entre la prediccion NIRS y los datos
reales para MS y PC se presentan en las Figuras
1y 2, respectivamente.

Una forma de evaluar las ecuaciones NIRS con
relacion a su precision y exactitud es a través de
larelacion entre la desviacion estandar del analisis
quimicoy el error estandar de la validacion cruzada
(SD/SECV). Si esta relacion es menor a 3 las
ecuaciones resultan en un bajo poder de prediccion
(Murray, 1993). La relacion para los parametros
en este trabajo fue 3,8 para MS; 3 para PC; 1,96
para C; 2,33 para FDA y 2,31 para FDN,
respectivamente. La Figura 3 presenta el espectro
tipico del ensilaje de maiz en la region del visible

ydel infrarrojo cercano. Se observan absorbancias
en la region del espectro visible a 420 y 660 nm,
que corresponden con la absorcion de la banda
Sorety con laclorofila. Enlaregion del infrarrojo
se observan absorciones a 1.200, 1.450 y 1.930
nm que corresponden a la absorcion de los grupos
OH, asociados con el contenido de agua de la
muestra. En la zona de los 1.730 a 1.750 nm
corresponde con la absorcion de los enlaces CH,
asociados a lipidos y acidos grasos (Murray, 1986;
Cozzolino, 1998; Cozzolino et al., 2000).
Absorciones entre 2.100 y 2.400 nm corresponden
ala absorcion de los enlaces CH y combinaciones
(Murray, 1986).
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Figura 1. Relacion entre la prediccion NIRS y los valores reales para MS (%).
Figure 1. Relation between NIRS prediction and real data for dry matter (MS) ( %).

NIRS: espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano.
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Figura 2. Relacion entre la prediccion NIRS y los valores reales para proteina cruda (PC) base MS (%).
Figure 2. Relation between NIRS prediction and real values for crude protein (PC) dry matter basis (%).

NIRS: espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano.
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Figura 3. Espectro infrarrojo de muestras de ensilaje de maiz (linea punteada) y desviacién estandar de los
espectros (linea entera).

Figure 3. NIR diffuse reflectance spectra of maize silage samples (segmented line) and standard deviation
(continuous line).

NIRS: espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron buenas calibraciones para MS y
PC, yregulares para las fracciones de fibra (FDA
y FDN) e inferiores para C y pH. Este trabajo
demuestra que la facil coleccion de espectros a
través del NIRS permite unarapida determinacion
de la calidad del ensilaje de maiz y un aumento
de la velocidad en la realizacion de los analisis
de rutina en los laboratorios de nutriciéon animal.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen la colaboracion de los
técnicos del laboratorio de Forrajes y
Concentrados de INIA La Estanzuela. El trabajo
fue financiado por INIA — Uruguay.

LITERATURA CITADA

Abrams S.M., S.J. Shenk, M.O. Westerhaus, and F.E.
Barton. 1987. Determination of forage quality by
near infrared reflectance spectroscopy: efficacy of
broad - based calibration equations. J. Dairy Sci.
70:806-813.

Amari, M., and A. Abe. 1997. Application of near
infrared reflectance spectroscopy to forage analysis
and prediction of TDN contents. Jpn. Agric. Res.
Q. 31:55-63.

Alomar, D., y R. Fuchslocher. 1998. Fundamentos de
la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIRS) como método de analisis de forrajes.
Agro Sur 26:88-104.

Alomar, D., R. Fuchslocher, and S. Stockebrand. 1999.
Effects of oven or freeze drying on chemical
composition and NIR spectra of pasture silage.
Anim. Feed Sci. Technol. 8§0:309-319.

AOAC. 1990. Official methods of analysis. /n Helrich,
K. (ed.) 15th. ed. Association of Official Analytical
Chemists, Arlington, Virginia, USA.

Barnes, R.J., M.S. Dhanoa, and S.J. Lister. 1989.
Standard normal variate transformation and
detrending of near infrared diffuse reflectance
spectra. Appl. Spectrosc. 43:772-777.

Cozzolino, D. 1998. Aplicacion de la tecnologia del
NIRS para el analisis de calidad de los productos
agricolas. 15 p. Serie Técnica INIA 97. Editorial
Hemisferio Sur, Montevideo, Uruguay.

Cozzolino, D., A. Fassio, and A. Gimenez. 2000. The
use of near infrared reflectance spectroscopy (NIRS)
to predict the composition of whole maize plants. J.
Sci. Food Agric. 81:142-146.

Deaville, E.R. and P.C. Flinn. 2000. Near infrared
(NIR) spectroscopy: an alternative approach for
the estimation of forage quality and voluntary
intake. p.301-320. /n D.1. Givens, E. Owen, R.F.E.
Axford and H.M. Omedi (eds.) Forage evaluation
in ruminant nutrition. CABI Publishing,
Wallingford, UK.

DeBoever, J.L., B.G. Cottyn, D.L. De Brabander, J.M.
Vanacker, and Ch. V. Boucque. 1997. Prediction of
the feeding value of maize silages by chemical
parameters, in vitro digestibility and NIRS. Anim.
Feed Sci. Technol. 66:211-222

Givens, D.I., and E.R. Deaville. 1999. The current and
futurerole of near infrared reflectance spectroscopy
in animal nutrition: a review. Aust. J. Agric. Res.
50:1131-1145.

Goering H.K., and P.J. Van Soest. 1970. Forage fiber
analysis. Agricultural Handbook N° 379. USDA,
Washington DC, USA.

Murray, I. 1986. Near infrared analysis of forages. p. 141-
156. In W.Haresign, and D.J.A. Cole (eds.). Recent
advances in animal nutrition. Studies in the agricultural
and food sciences. Butterworths, Reading, UK.

Murray, I. 1993. Forage analysis by near infrared
spectroscopy. p.285-312. Chapter 14. In A. Davies,
R.D. Baker, S.A. Grant, and A.S Laidlaw (eds.).
Sward herbage measurement handbook. British
Grassland Society, Reading, UK.

NIRS 2. 1995. Routine operation and calibration
software for near infrared instruments. 176 p.
Perstorp Analytical. ISIInternational, Silver Spring,
Maryland.

Norris, K.H., R.F. Barnes, J.E. Moore, and J.S. Shenk.
1976. Predicting forage quality by infrared reflectance
spectroscopy. J. Anim. Sci. 43:889-897.

Osborne, B.G., T. Fearn,and P.H. Hindle. 1993. Practical
near infrared spectroscopy with applications in food
and beverage analysis. 227 p. 2" ed. Longman
Scientific and Technical, Essex, UK.

Shenk, J.S., and M.O. Westerhaus. 1993. Analysis of
agriculture and food products by near infrared
reflectance spectroscopy. 116 p. Monograph. Infrasoft
International, Port Matilda, Pennsylvania, USA.

Van Soest, P.J., J.B. Robertson, and B.A. Lewis. 1991.
Methods for dietary fiber, neutral detergent fiber
and non starch polysaccharides in relation to animal
nutrition. J. Dairy. Sci. 74:3883-3597.



