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Ensilado de maiz abierto
para consumo.

La calidad de un ensilado resulta de la
interaccion entre la naturaleza del mate-
rial de origen, su composicién quimica y
el proceso de conservacion, y viene dada
por su contenido en principios nutritivos,
la digestibilidad de los mismos y por su
fermentacion. Su caracterizacion por mé-
todos tradicionales exige un proceso ana-
litico largo, tedioso y contaminante, por
ello, se necesita un cambio radical en los
procesos de andlisis y control. La bus-
queda de nuevas estrategias deberia
contemplar un alto potencial de mues-
treo, estimaciones rapidas, fiables e ideal-
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mente a pie de campo a fin de tomar las
determinaciones de manejo en el mo-
mento de ensilar y a bajo coste. Estas ca-
racteristicas se encuentran entre los atri-
butos de la Espectroscopia de Infrarrojo
Cercano (NIRS).

En lo que respecta a la tecnologia
NIRS, podemos decir, que ya ha sido re-
conocida su capacidad para sustituir o
complementar a los métodos analiticos
tradicionales. Por otra parte, su utilizacién
para la optimizacién de sistemas de ali-
mentacion animal, mediante el control de
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forrajes y alimentos producidos en la pro-
pia explotacion, implementa valor anadi-
do en las producciones y sus comerciali-
zaciones. Todo ello, redunda en la mejora
de la eficiencia de los procesos y fases
que intervienen en la nutricién de los
herbivoros y consiguientemente en una
reducciéon de costes de produccion y
también de los medioambientales. Su
aplicacién en la medida de la calidad de
la dieta (Sthut and Tolleson, 2000), inges-
tibilidad y digestibilidad (de la Rozaet al.,
2002, Soldado et al., 2004), contenido en
proteina, humedad, grasa, fibra, y demas
parametros nutritivos (Martinez et al.,
2004, de la Roza-Delgado et al., 2006)
en alimentos para animales ha sido am-
pliamente demostrada.

En la actualidad, las aplicaciones NIRS
en laboratorio (at-line) sustituyen a la ruti-
na en los laboratorios agrarios, permitien-
do una evaluacion rapida y precisa de los
atributos de calidad. Sin embargo, a pesar
de su rapidez, esta tecnologia, presenta
una serie de limitaciones que restringe su
uso fuera de las condiciones de laborato-
rio, dado que los instrumentos NIRS tra-
dicionales son muy “sensibles” a variacio-
nes de temperatura y humedad. Ello hace
que sea necesario transportar la muestra
desde el punto de origen al laboratorio
de control de calidad, originando una de-
mora entre el proceso de muestreo y el
resultado analitico, lo que en muchas
ocasiones no posibilita una respuesta in-
mediata. Como consecuencia, se retrasa
la toma de las medidas adecuadas cuya
finalidad es obtener un ensilado de la ma-
yor calidad posible a partir del forraje o la
materia prima de la que se dispone, algo
fundamental para elaborar raciones ali-
menticias de calidad y econdmicas, basa-
das en la gestién de los recursos propios
de la explotacién ganadera.

Para paliar estas limitaciones, los
avances en la tecnologia NIRS han hecho
posible el desarrollo de sensores portati-
les capaces de recoger la informacion es-
pectroscopica directamente en el campo
y sobre muestra intacta (Martinez et al,,
2010 a,b; Soldado et al., 2013). El des-
arrollo, la evaluacion y la implantacién de
estos sensores NIRS on-site permitira in-
crementar la eficacia en la determinacion
de los parametros de interés y proporcio-
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nard informacién relevante para la toma
de decisiones en tiempo real. Sin embar-
go, aun existen numerosos problemas a
resolver antes de la implantacién de es-
tos sistemas para el control de calidad en
agroalimentacion en general, y en ali-
mentacion animal en particular. Por todo
ello, haciendo uso del equipamiento
NIRS portétil disponible en el SERIDA,
han sido evaluadas las posibilidades de
transferencia de modelos de prediccién-
desarrollados en equipos at-line para pa-
rdmetros nutritivos y fermentativos en en-
silados, a los equipos on-site.

En las Figuras 1 y 2 se muestran los
equipos y el modo de recogida de la in-
formacion espectral, en ensilados en mo-
do intacto, en fresco.

Las caracteristicas de los equipos utili-
zados se describen a continuacion:

* Instrumentacién NIRS de laboratorio
(Equipo Master): recoge la informa-
cion espectral en una rango de lon-
gitudes de onda entre 400 y 2500
nm, empleando una cdpsula rectan-
gular porta muestras, llamada “natu-
ral”, que presenta una ventana de
cuarzo de 4,7 cm por 20 cm, permi-
tiendo una superficie de irradiacion
de la muestra de 94 cm? Las mues-
tras se analizan por duplicado, pre-
parando dos capsulas de cada
muestra y en cada capsula se reco-
gen dos espectros, cada uno de los
cuales es el resultado del promedio
de 32 barridos espectrales.
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Figura 1.-Equipo NIRS de
laboratorio (Master,
at-line).
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Figura 2.-Equipo NIRS
portatil (Host, on-site).

N

Tabla 1.-Estadisticos de
calibracién NIRS para la
prediccion de parametros
nutritivos y fermentativos
en ensilados de maiz
desarrollados con
espectros recogidos en el
equipo master en
diferentes rangos de
longitudes de onda.

P CORONA d5vishi

* Instrumentacién NIRS portatil (Equi-
po Hosb: recoge la informacién es-
pectral en un rango de longitudes
de onda entre 400 y 17700 nm. Para
los ensayos en laboratorio se utilizan
capsulas placas petri, con una su-
perficie de irradiacién circular de 64
cm? y para el muestro en campo re-
aliza medidas de forma directa so-
bre la muestra (ver Figura 2). Con
este equipo para cada muestra se
realizan 20 submuestreos. Es decir,
se hacen 20 barridos espectrales, y
posteriormente se promedian, obte-
niéndose un espectro lo mas repre-
sentativo posible, de la muestra ana-
lizada.

Desarrollo de modelos de
prediccién de parametros
nutritivos y fermentativos en
ensilados de maiz

De todos los tratamientos ensayados,
los mejores resultados se obtuvieron apli-

Rango 400 - 2500 nm

cando un pretratamiento de correccion
de linea de base (Standard Normal
Variate and Detrend, SNVD) y un trata-
miento matematico de primera derivada.
En estas condiciones, se desarrollé el
modelo en el rango completo del equipo
at-line y en el rango de solapamiento de
ambos equipos (400-1700 nm) para eva-
luar la viabilidad del modelo en el rango
de longitudes de onda disponibles en el
equipo portatil.

En la Tabla 1 se muestran comparada-
mente los resultados obtenidos. Los esta-
disticos de validacion cruzada (SECV) y
los coeficientes de correlacion (1-VR)
fueron comparables para ambos rangos
de longitudes de onda, resultando satis-
factorios para la mayoria de los parame-
tros.

No obstante, cabe destacar que para
la proteina, el coeficiente 1-VR mostrd un
descenso de 0,121 puntos al reducir el
rango de longitudes de onda, hecho pro-
bablemente relacionado con la elimina-
cién de las bandas de proteina en torno a
1900-2200 nm. Por otro lado, las limita-
ciones relacionadas con el estrecho ran-
go de valores de pH que poseen los
ensilados de maiz (3,06-4,40) en un con-
junto de 240 ensilados de maiz analiza-
dos, reducen la posibilidad de obtener
modelos predictivos robustos. Con res-
pecto a las cenizas, senalar que es un
constituyente dificil de predecir con fiabi-
lidad mediante el uso del NIR, ya que el
fundamento de esta tecnologia, se basa
en la interaccion de la radiacién con los
componentes organicos de las muestras

Rango 400 - 1710 nm

MS: Materia seca: SECV  1VR  RER RPD SECV 1-VR RER RPD

CZ: Cenizas; PB: Proteina bruta;

FND: Fibra neutro detergente; pH 0,127 0,354 7463 1,244 0,127 0391 7669 1,279

ALM: Almidon; F: Fresco; MS ©%o) 0,850 0,939 24,334 4,056 0,908 0,942 24,832 4,139

DEMO: Digestibilidad de la

materia organica; CZF %) 0,126 0,603 9,517 1,587 0,43 051B 8621 1,437

NHs: Nitrégeno amoniacal. PB (%) 0,114 0,838 14,919 2,487 0,146 0717 11,185 1,864

LACT: Acido lactico;

SEIET At Fedan: FND; (%) 1,494 0,833 14,522 2,431 1,409 0,849 15457 2,576

SIEEVE Ot CEEEED G ALMg (%) 0,954 0,818 14,065 2,344 0939 0,829 14512 2,41

validacién cruzada;

1-VR: Coeficiente de DEMO (©%o) 1,895 0,604 9,557 1,593 1,876 0,607 9,489 1,582

determinacion de a NH; (mg/dD 3,938 0,858 15957 2,659 4675 0769 12,248 2,041

validacion cruzada;

RER: rango/SECV; LACT (mg/dDd 224,839 0,885 17723 2,954 280,401 0,831 14,538 2,423

RPD: SD/SECY. ACET (mg/d) 132,606 0,876 14725 2,849 177094 0807 11,538 2,272

o
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y las cenizas representan la parte mineral
del alimento, hecho por el cual, solo se
pueden estimar de forma indirecta. Por su
parte, la complejidad de la determinacion
analitica de la digestibilidad enzimatica
de la materia organica, requiere disponer
de mayor nimero de muestras para me-
jorar los resultados obtenidos.

Estandarizaciéon de equipos NIRS
y validacion externa del modelo
predictivo

Una vez evaluada la viabilidad del mo-
delo de calibracién desarrollado en el ran-
go de solapamiento de ambos equipos
(master y host), se establecié una estrate-
gia de estandarizacion para minimizar las
diferencias entre los espectros recogidos
en los dos instrumentos. Para ello, en am-
bos equipos se recogieron los espectros
de 10 muestras de ensilados de maiz en
fresco, ya que segun Fearn (2001), la me-
jor opcion en los procedimientos de nor-
malizacién consiste en utilizar muestras re-
ales, a los que se les aplicd un tratamiento
matematico de ajuste de longitudes de on-
da patentado por Shenk y Westerhaus
(1995). Este procedimiento de ajuste
corrige las diferencias de los instrumentos
en longitudes de onda y absorbancias,
ajustandolas a un modelo cuadratico.

En la Figura 3, se muestran los espec-
tros NIRS promedio de las 10 muestras
recogidas en ambos equipos, antes de la
estandarizaciéon y después del procedi-
miento de ajuste de los espectros del
equipo portatil para conseguir la maxima
similitud con los del equipo de laboratorio.

El éxito de la estandarizacién se eva-
lu6 comparando las distancias espectra-
les GH (distancia al centro poblacional y
NH (distancia vecinal), obtenidas al apli-
car el modelo desarrollado sobre otro co-
lectivo de 10 muestras de ensilado de
maiz (validacién externa) analizadas en

Equipo at-line

Sin estandarizacion

GH 1,42
NH 079
]
bg
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ambos equipos, antes y después de la es-
tandarizacion del equipo portétil (host)
con el equipo de laboratorio (master).

En la Tabla 2 se muestran los resulta-
dos obtenidos. Tras la estandarizacion los
valores de GH y NH disminuyen significa-
tivamente hasta valores préximos a los
obtenidos en el equipo at-line y se ajus-
tan o estdn muy préximos a los valores
recomendados (GH <3 y NH <1,2), lo
que significa que los espectros de la po-
blacién de validacién no se encuentran
alejados de los del colectivo de calibra-
cion y, por tanto, es posible utilizar el mo-
delo desarrollado en el equipo at-line pa-
ra llevar a cabo el analisis de muestras en
el equipo on-site.

Para confirmar el éxito de este proce-
dimiento, se llevo a cabo la prediccion de
la calidad nutritiva y fermentativa sobre el
colectivo de 10 muestrasde ensilado de
maiz (validacién externa) y se evaluaron
los resultados utilizando un test de com-
paracion de medias (t de Student) entre
los valores de referencia, obtenidos por
via hiimeda, y los predichos en el equipo
on-site, después de la estandarizacién uti-
lizando el modelo predicivo desarrollado.

Equipo on-site
Con estandarizacion

136,28
120,64

2,01
1,34
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Figura 3.-Espectro
promedio del colectivo de
estandarizacion recogido
en el equipo de
laboratorio (at-line), y
portétil (on-site), antes y
después de la
estandarizacion.

e

Tabla 2.-Estadisticos
GH (distancia al centro
poblacional) y

NH (distancia vecinal)
para le evaluacion de la
estandarizacion de los
equipos.
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Tabla 3.-Validacion
externa mediante
comparacién de muestras
emparejadas (test t de
Student) entre valores de
referencia y predichos
NIRS on-site.

P>0,05: no significativo
(tcalculado<tteérico); ttedrico para
9 grados de libertad = 1,83);
MS: Materia seca;

CZ: Cenizas;

PB: Proteina bruta;

FND: Fibra neutro detergente;
ALM: Almidén; F: Fresco;
DEMO: Digestibilidad de la
materia organica;

NHj;: Nitrégeno amoniacal.
LACT: Acido lactico;

ACET: Acido acético.

|

Tabla 4.-Estadisticos de
calibracién NIRS para la
prediccion de parametros
fermentativos en ensilados
de hierba desarrollados
con espectros recogidos
en el equipo masteren el
rango de longitudes de
onda de solapamiento de
los equipos master y host
(400-1700 nm).

MS: Materia seca;

NSOL: g Nitrégeno Soluble
NNHj;: mg de Nitrégeno
amoniacal/100ml de jugo,
LACT: Acido lactico;

BUT: Acido Butirico;

*: g/100ml de jugo;

SEC: Error estandar de
calibracién;

RSQ y 1-VR coeficientes de
determinacién de calibracion
y validacion cruzada;

SECV: Error estandar de
validacion cruzada.

Primera derivada

tcalculado P
pH 0,812 0,219
MS (%) 1,345 0,106
CZg (%) -0,910 0,193
PBg (%) 0,088 0,466
FNDE (%) -1,326 0,109
ALMg (%) -2,419 0,019
DEMO (%) -0,493 0,317
NH; (mg/dD -1,087 0,153
LACT (mg/dD -1,119 0,146
ACET (mg/dI -0,174 0,433

En la Tabla 3 se observa que no exis-
ten diferencias significativas al comparar
los resultados de la medida de cada
constituyente, entre los métodos de refe-
rencia y NIRS, a excepcién del almidén.
Los resultados obtenidos para este para-
metro, muestran un sesgo positivo que
esta dentro del margen de error de la in-
certidumbre del método de referencia, in-
herente ademas a la complejidad espec-
tral que supone el analisis NIRS de
ensilados de maiz en fresco, puesto que
el almidén se almacena en el grano.

Ensilados de hierba

Aplicando una metodologia similar a
la descrita para los ensilados de maiz, y
haciendo uso de un colectivo de calibra-
cion de ensilados de hierba en fresco que
incluye: 260 muestras de calibracién, 5
muestras para la estandarizacién de los
instrumentos y 12 para la validacion ex-
terna; se procedié a desarrollar la siste-
matica de transferencia de los modelos
de prediccién de parametros fermentati-
vos en ensilados de hierba.

Parametro SEC RSQ SECV 1-VR
pH 0,282 0,77 0,316 0,72
MS (%) 2,158 0,92 2,844 0,89
NNH3* 20,923 0,88 29,266 0,76
NSOL 0,052 0,87 0,068 0,78
LACT* 491 0,79 SYS 0,71
BUT* 231 0,80 275 0,72
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En la Tabla 4, se detallan los estadisti-
cos de calibracion de los modelos de-
sarrollados para pardmetros fermentati-
vos en el rango de longitudes de onda
comprendido entre 400-1700 nm. Los re-
sultados muestran que para todos los pa-
rdmetros se obtienen coeficientes de de-
terminaciéon superiores a 0,7, hecho que
posibilita su empleo para la prediccion
cuantitativa de todos los parametros en
estudio.

A continuacion, para llevar a cabo la
transferencia de los modelos al equipa-
miento portétil, siguiendo la misma estra-
tegia que se planted para ensilados de
maiz, fue necesario recoger la huella es-
pectral de 5 muestras de estandarizacion,
en ambos equipamientos. En la Figura 4
se muestra el espectro medio de esta po-
blacién en el equipo master (laboratorio)
y en el host (portatil) antes (Figura 4a) y
después de la estandarizacién (Figura 4b)
que resultd necesaria a la vista de las di-
ferencias tanto en lo referente al rango
espectral (400-2500 nm vs. 400-1700
nm) como a la respuesta en reflectancia.
En la Figura 4b, se puede observar la
concordancia entre los espectros medios
recogidos en ambos equipamientos tras
la estandarizacion de los espectros del
equipo portatil utilizando como master el
equipo de laboratorio.

En la Tabla 5, se muestra la disminu-
cién de los estadisticos GH y NH tras la
estandarizacién espectral. Estos estadisti-
cos son ligeramente superiores a los re-
comendados (GH <3 y NH <1,2), hecho
que podria limitar el éxito de la transfe-
rencia de los modelos de prediccion. Por
ello, la validacién externa resultd decisiva
para evaluar las minimas diferencias es-
pectrales que originaron valores de GH y
NH superiores a los recomendados, aun-
que no aberrantes.

La evaluacion de la capacidad pre-
dictiva de los modelos, se realizé utili-
zando un colectivo de validacion externa
de 12 muestras, y comparando estadis-
ticamente los valores de referencia y los
obtenidos con los espectros del equipo
portatil estandarizados. Los resultados
estadisticos no muestran diferencias sig-
nificativas salvo en el caso del NNH;
(P=0,05).

(b
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Equipo at-line

GH
NH

a)

Long (1/R)

b)

Long (1/R)

Parametro
pH

MS (%)
NNHg3*
NSOL
LACT*
BUT*
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Equipo on-site

Sin estandarizacion Con estandarizacion

1,55 79,36 4,93
1,06 74,38 3,21
1,6
1,4 Master (at-line)
12 N — Host (on-site) /\ /
AT [\ /
NS
A el N |
0,6 \"'\\\\ /[\\\/J
0,4 \ /:;\pv
0.2 (g
O I | I I I I I I I I
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Longitud de onda (nm)
1,6
14 —— Master (at-line) rango de solapamiento
' - - - Host (on-site) estandarizado
1,2
~ |1 2
[~4
= 0,8 M M\
o \ | N
o 0,6
|
o \\\/___,/
0,2
0 T T T I T T |
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Longitud de onda (nm)
Referencia Equipo on-site P
479 4,69 NS
31,26 32,84 NS
136 173 0,05
0,45 0,65 NS
1397 1617 NS
835 724 NS
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Tabla 5.-Estadisticos GH
(distancia al centro
poblacional) y NH
(distancia vecinal) para la
evaluacion de la
estandarizacién de los
equipos.

e

Figura 4.-Espectro
promedio del colectivo de
validacion externa en
ambos equipamientos
NIRS: a) espectros
originales; b) espectros
corregidos por el rango
de solapamiento y
estandarizados.

"4

Tabla 6.-Estadisticos del

test de comparacion de

medias entre los valores

de referencia y los

predichos NIRS con el

equipo portatil en el

colectivo de validacion

externa de ensilados de

hierba en fresco.

MS: Materia seca; NSOL: g

NSOL: g Nitrégeno soluble

/100ml de jugo;

NNHj;: mg de Nitrégeno

amoniacal/100ml de jugo;

LACT: Acido lactico;

BUT: Acido Butirico;

*: g/100mL de jugo

P: Significacion estadistica;
P>0,05 = No significativo (NS).
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Toma de espectros del

ensilado de maiz on-site.

Conclusiones

El presente trabajo ha demostrado
que las bibliotecas de espectros reco-
gidos en equipos at-line con muestra
intacta, pueden ser transferidas a otros
equipamientos NIRS portatiles, menos
sensibles a cambios de temperatura y hu-
medad, posibilitando su aplicabilidad pa-
ra obtener informacidon en tiempo real,
sobre constituyentes nutricionales y fer-
mentativos de los ensilados de hierba y
maiz de forma intacta a pie de campo.
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