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RESUMEN

El presente trabajo fin de Master, trata de poner en valor el trasvase de
conocimientos y tecnologias que implementen valor afiadido en las producciones y sus
comercializaciones, mediante la puesta a punto de una sistematica para la estimacién
“on-line/on-site” y en tiempo real de los parametros nutritivos de los ensilados de maiz.
Para ello se parte de las bibliotecas espectrales existentes en el SERIDA fruto de
muchos afios de trabajo de investigacion y su principal objetivo es la implantacion de la
tecnologia NIRS en las aplicaciones “on-line, on-site 0 in-situ”, como herramienta de
apoyo a las decisiones en el sector primario. Para ello, se han utilizado tres instrumentos
NIRS, un equipo de laboratorio (at-line: Foss-NIRSystems 6500), dos portéatiles (on-
site: Corona 45 VisNIR 1.7. y Phazir 1624 Handheld NIR) y un total de 322 muestras
de ensilado de maiz en su forma intacta. Se han desarrollado modelos de calibracion
robustos, en rango de longitudes de onda adaptados a cada equipo Satélite: 1) 400-1098,
1100-1710 nm, 2) 1100-1710 nm, 3) 1596-2396 nm y 4) 1595-2090 nm, y se han
evaluado diferentes tratamientos matematicos en primera y segunda derivada con pre-
tratamiento de correccion de scattering Standard Normal Variate and Detrend (SNVD).
También se desarrollaron diferentes matrices de estandarizacion, basadas en el
algoritmo de Shenk y Westerhaus, para la optimizacion de la transferencia de resultados
existentes en las bases de datos espectrales existentes en equipos de laboratorio “at-
line”, a equipos “on-site” y portatiles. Y finalmente se han evaluado las estrategias de
transferencia, seleccionando las més adecuadas para el fin propuesto y confirmando el
éxito del objetivo propuesto. El Phazir fue estandarizado con una matriz constituida por
60 muestras de ensilado de maiz, y para el equipo Corona Vis NIR 1.7, los mejores

resultados se obtuvieron cuando la estandarizacion se realizé con 20 muestras.



ABSTRACT

Three instruments are involved in this study: a NIRS laboratory equipment (at-
line: Foss-NIRSystems 6500), two portable NIRS (on-site: Corona 45 VisNIR 1.7., and
Phazir 1624 Handheld NIR) and a total of 322 corn silage samples, all samples were
analysed in fresh, without any treatment. It was necessary to developed robust
calibration models in wavelength range reduced and adapted to each satellite
instrument: 1) 400-1098, 1100-1710 nm, 2) 1100-1710 nm, 3) 1596-2396 nm and 4)
1595-2090 nm. Calibration models have been evaluated applying different mathematical
treatments, first and second derivative, and using Standard Normal Variate and Detrend
(SNVD) as pretreatment for scatter correction. Different matrices have been evaluated
for standardization process, all of them based on Shenk and Westerhaus algorithm.
Finally all transference strategies have been evaluated, selecting the most suitable for
the purpose and confirming the success of the objective Phazir was standardized with a
matrix consisting of 60 samples of corn silage, and the team Corona Vis NIR 1.7, the

best results were obtained when the standardization was performed with 20 samples
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1 INTRODUCCION

La practica de la alimentacion animal basada en el conocimiento de las
necesidades del animal y el valor nutritivo para una determinada produccion es un
concepto limitado, ya que el objetivo de alimentar animales debe ser abordado desde un

punto de vista mas amplio.

La calidad de la alimentacion animal es esencial; influye de manera directa en
las producciones de origen animal, y por lo tanto, en la salud humana. Es por ello que,
desde hace algunos afios, la nutricion animal se ha convertido en uno de los pilares
basicos de la seguridad alimentaria, puesto que tanto la produccion como la
manipulacion de alimentos que se suministran a los animales impacta de forma directa
sobre la salud del ganado y en consecuencia, sobre las producciones animales. En
definitiva, la seguridad de la alimentacion animal es un requisito previo y esencial para

la seguridad del alimento humano.

Los recursos forrajeros constituyen el fundamento de la produccion en base a
rumiantes. La produccion de estos recursos depende de ciclos biologicos estacionales
que determinan periodos deficitarios en su disponibilidad o calidad, lo que constituye un
factor regulador de la productividad de los sistemas ganaderos (Argamenteria et al.,
1997). Por ello, el conocimiento de la calidad de los forrajes en general y del ensilado
en particular, de forma répida y fiable es un tema relevante tanto para técnicos como

productores.

En el siglo pasado (1859), en la estacion experimental de Weende (Alemania),
trabajaban los investigadores Hennemberg y Stohman. Su objetivo era disefiar un
esquema de andlisis de alimentos para animales. Basandose en las propiedades fisicas y
guimicas de los alimentos, idearon unos estimadores de la composicion nutritiva que
denominarian principios nutritivos. Este sistema, habitualmente, es complementado en
los alimentos forrajeros con un analisis especifico de las fracciones menos digestibles
del alimento, la fibra, con el analisis de Van Soest (1963). Este analisis permite hacer
una diferenciacion mas exacta de cada uno de los componentes englobados en la fibra
bruta en el andlisis inmediato de los alimentos, logrando como resultado la fibra neutro

y acido detergente (FND y FAD). Sin embargo, estos métodos tradicionales de analisis
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asi como los realizados por la mas moderna instrumentacién demandan tiempo, mano

de obra y son costosos.

La creciente demanda de la sociedad con respecto a los productos de origen
animal, la tipificacion de los mismos, las exigencias medio-ambientales y el bienestar
animal, todas ellas plasmadas en numerosas reglamentaciones; unido al incremento de
conocimientos cientificos de la produccion animal, la disponibilidad de nuevos
alimentos y tecnologia, las posibilidades de control y automatizacion de los procesos
productivos, etc., hace cada vez mas necesario, el trabajar intensamente en nuevos
planteamientos que permitan cumplir con las mencionadas demandas (Garrido et al.,
1996).

Desde la década de los 70 del siglo pasado, emerge un nuevo concepto de
analisis basado en las propiedades Opticas de los alimentos y en particular la aplicacion
de la espectroscopia de reflectancia en el Infrarrojo Cercano (NIRS), como alternativa a
los métodos fisico-quimicos y bioldgicos tradicionales que permite obtener
estimaciones seguras y muy réapidas de la composicion nutricional de alimentos. La
utilidad del NIRS para la caracterizacion de alimentos y productos de forma instantanea,
hace que esta técnica tenga un enorme potencial para su implantacion como sistema de
control analitico en un Servicio Integral de Alimentacion Animal. Asi, entre las
numerosas ventajas que presenta la espectroscopia NIR (Garbisu, 2005; de la Roza,

2009) frente a técnicas mas convencionales habria que destacar los siguientes atributos:

- Esuna técnica no invasiva y no destructiva de la muestra.

- Las necesidades de preparacion de la muestra, previas a la analitica, son nulas o muy
pequenas.

- El mantenimiento del equipo es minimo, se reduce a la sustitucion de la fuente de
iluminacién una vez finalizada su vida util.

- Alta velocidad de respuesta: una vez obtenida la ecuacion de prediccién, se puede
llevar a cabo la determinacion de todos aquellos parametros analiticos para los que
haya sido calibrado el equipo en aproximadamente 1 minuto.

- Capaz de producir informacion analitica sobre constituyentes de declaracion
obligatoria (p.ej. humedad, proteina, grasa, etc.) y no obligatoria, pero de interés
nutricional (p.ej. factores antinutritivos, aminodcidos, valor energético,

ingestibilidad, etc.).
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- Bajo coste por muestra.

- No contaminante, ya que no utiliza reactivos quimicos ni produce residuo alguno.

- Alta repetibilidad y reproducibilidad de los anlisis NIRS, superiores a los obtenidos
tradicionalmente en los analisis quimicos y/o bioldgicos.

- Facilidad de uso en rutina.

A pesar de su rapidez y otras ventajas, la tecnologia NIRS presenta una serie de

limitaciones:

- Su uso mas difundido es, como técnica indirecta (necesidad de calibracion).

- Influenciada por factores no quimicos (temperatura, humedad, tamafio de particula,
etc.).

- No bien conocida, incluso a nivel de la comunidad cientifica y académica.

- Alto coste de implantacion (proyecto, instrumentacién, formacion, calibraciones,
etc.).

- Generalmente, un proyecto de implantacion es de 1,5 a 2 afios y necesita asesoria
cientifico-técnica especializada.

- Requiere trabajar con un elevado numero de muestras y/o galerias espectrales.

- Necesita de la transferencia de ecuaciones entre equipos.

- En ocasiones, las muestras han de ser transportadas al laboratorio con el
consecuente retraso en el muestreo y resultado analitico, lo que en muchas ocasiones
no posibilita una respuesta inmediata de la calidad del producto (Soldado et al.,
2013).

Al inicio de la década de los 90, tras comenzar lo que se conoce como segunda
generacion de instrumentacion NIRS, se abrieron enormes expectativas respecto a las
posibilidades de incorporacion de la tecnologia NIRS on-line, dentro de los procesos de
produccién agroalimentaria. Sin embargo, estos sistemas tuvieron una casi nula
penetracion en el sector de alimentacion animal, debido a las limitaciones de los propios
equipos (Jensen, 1993, Garrido et al., 1996).

El creciente interés, suscitado en los ultimos tiempos, por el desarrollo de
aplicaciones on-line y on-site, se debe en gran parte a los avances acaecidos en
instrumentacion, asi como a las crecientes presiones de la industria y de la sociedad para

incorporar sistemas agiles de aseguramiento de la calidad y de trazabilidad a lo largo de
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toda la cadena de produccion alimentaria (desde la alimentacion animal hasta el

producto final para el consumo humano).

El desarrollo de equipos NIRS portatiles permite solventar las limitaciones de
esta tecnologia y ha posibilitado el andlisis de las muestras in-situ sin necesidad de
transportarlas al laboratorio. El desarrollo, evaluacion e implantacion de estas
tecnologias NIRS on-site permitira incrementar la eficacia de la evaluacion de
parametros de interés y proporcionara informacion relevante para la toma de decisiones

en tiempo real, como herramienta de apoyo.

Hasta la fecha, existe una amplia informacion sobre la utilizacion de equipos at-
line para la cuantificacion de pardmetros nutritivos relativos a la calidad y seguridad
alimentaria. Sin embargo, se hace necesaria una mayor profundizacion en el
conocimiento de equipos on-line y on-site, asi como en la posibilidad de extraer la

informacidn espectral de interés de las muestras a analizar.

En colaboracion con el Area de Nutricion, Pastos y Forrajes del SERIDA
(Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario del Principado de
Asturias), el objetivo del presente trabajo fin de Master ha consistido en evaluar la
posibilidad de transferencia de ecuaciones de calibracion desarrolladas en equipos at-
line a instrumentos on-site para la evaluacion de parametros nutritivos y fermentativos
in-situ de ensilados de maiz sin pretratamiento de la muestra, como estrategia de mejora
en la toma de decisiones en las explotaciones ganaderas. Por lo que los objetivos

especificos del presente trabajo son los siguientes:

I. Evaluacion de la transferencia de una biblioteca espectral de un equipo de
laboratorio (at-line) (FossNIRSystems 6500) a equipos on-site, in-situ/in field
(Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld NIR).

Il. Estandarizacion / clonacion de los equipos on-site e in-situ (satélites) frente al
equipo at-line (Master) para la evaluacion de pardmetros nutricionales vy
fermentativos en ensilados de maiz.

[1l. Evaluar la viabilidad de los modelos quimiométricos desarrollados mediante

validacién externa.
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2 CONSIDERACIONES TEORICAS Y/O EXPERIMENTALES

2.1 EL ENSILADO

Forraje es un término de uso comun, tanto a nivel ganadero como a nivel técnico
y cientifico que encierra una amplia variabilidad conceptual. De hecho, no existe una
definicion ampliamente aceptada y hay una gran variacion en la amplitud de alimentos

que pueden ser considerados dentro de este término (Wilkins, 2000).

Segun el Forage and Grazing Terminology Committee (1991), un forraje es toda
parte comestible de la planta, distinta al grano separado, que puede proveer alimento a
los animales en pastoreo 0 que puede ser cosechada para su alimentacién. Segun la
clasificacion de Barnes y Baylor (1995), el término forraje incluiria las siguientes
clases: hierba, heno, ensilaje, las fracciones comestibles de especies arbustivas y
arbéreas, asi como la paja. En la actualidad, debido a su uso generalizado, habria que
incluir las mezclas cominmente empleadas en las explotaciones ganaderas, en las que el

forraje interviene en una proporcién importante (40-60%) (Ferret, 2003).

A través de los afios el hombre ha buscado alternativas que le permitan hacer
mas eficientes los programas de alimentacidén y conservacion de forrajes. El forraje
fresco de gramineas, leguminosas, 0 mas en concreto, de cultivos como maiz, trigo y

alfalfa, puede ser conservado por medio del ensilaje.

En muchos paises los forrajes ensilados son muy apreciados como alimento
animal. En Europa, los agricultores de paises como Holanda, Alemania y Dinamarca,
almacenan mas del 90 % de sus forrajes como ensilaje. Incluso en paises con buenas
condiciones climaticas para la henificacion como Francia e Italia, cerca de la mitad del

forraje es ensilado (Wilkinson et al., 1996).

El ensilado es un proceso de conservacion de forraje u otros alimentos con
elevado contenido en humedad, al abrigo del aire, la luz y la humedad exterior,
mediante acidificacion, que impide la continuidad de la vida vegetal y la actividad
microbiana indeseable (Argamenteria et al., 1997). Esta acidificacion, medible a partir
del pH (a menor pH, mas acidez), se consigue mediante fermentaciones que tienen lugar

en el forraje segado.
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El alimento prensado en el interior del silo experimenta una serie de
transformaciones bioquimicas que permiten su conservacion en el tiempo (Cafieque y
Sancha, 1998). Estas pueden ser debidas a la accion de los enzimas de la planta y/o bien
a la accion de los microorganismos. Los enzimas de la planta estan implicados en los
procesos respiratorios y la descomposicion de glucidos y proteinas en el forraje segado.
Mientras que los microorganismos seran los responsables de los procesos fermentativos

del ensilado.

El fin esencial del ensilado es conservar los forrajes con un minimo de pérdidas
de materia seca y de nutrientes, manteniendo una buena apetecibilidad por el ganado y
sin que se produzcan durante el proceso sustancias tdxicas para la salud animal. Pese a
que el ensilaje tiene una serie de condicionantes y problemas, resulta preferible a otros
métodos de conservacion, ya que permite una mayor independencia ante condiciones
meteoroldgicas adversas, pudiendo ademas emplearse en forrajes como el maiz u otros
productos. Ademas, facilita la mecanizacion de las explotaciones, ya que el proceso de
recoleccion, realizacion y distribucion del ensilado, puede ser integramente mecanizado
(de la Roza et al., 1999b).

2.1.1 EL ENSILADO DE MAiZ FORRAJERO

En muchas areas geogréaficas se cultiva maiz forrajero para suministrarlo como
alimento, bajo forma de ensilado. Esto se debe a que, en la actualidad, se impone
utilizar forrajes que sean capaces de ofrecer una buena produccion en un corto periodo

de tiempo (Somarribas, 2007).

El maiz forrajero destaca por las elevadas producciones que alcanza. En
condiciones normales de cultivo, se pueden obtener en torno a 15-16 toneladas de
materia seca por hectarea en 3,5 - 4 meses a partir del mes de mayo (Martinez y Pedrol,
2006). Ademas, el maiz forrajero es la cosecha mas apta para ensilar, puesto que se
conserva muy bien sin adicion de aditivos ni control de humedad, resultando un

producto muy apetecido por el ganado (Domenech et al., 1997; de la Roza et al., 2012).

Para que el ensilado de maiz sea rico en energia, es necesario recolectarlo en un
adecuado estado de desarrollo del grano ya que la mitad de la materia seca de la planta

procede de éste, que a su vez es dos veces mas rico en energia que el tallo y las hojas.
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Desde el punto de vista nutritivo, el ensilado de maiz es un alimento de elevado
valor energético, bajo valor proteico y bajo contenido en minerales. El contenido en
almidon es elevado, no siendo un forraje que aporte un alto contenido en carbohidratos
estructurales. Esto contribuye a reducir las raciones alimenticias, minimizando el

consumo de pienso.

Los valores nutricionales habituales en un ensilado de maiz se recogen en la

tabla que figura a continuacion (Calsamiglia, 2004).

Tabla 2.1. Valores nutricionales de ensilados de maiz en funcién del % MS

MS (%) | pH Cenizas PB NH4 EE FB FND FAD Almidén

<20 | 380 | 640 |937 089|454 2821 | 5522|3258 | 10,50
20-25 | 3,73 | 6,26 |920| 0,25 | 4,35 27,13 | 52,38 | 30,29 | 12,63
25-30 | 0,76 | 543 |8,28 | 0,21 | 440 | 23,17 | 47,63 | 26,17 | 24,22
30-35 | 3,80 | 494 |762| 023|420 | 2098 | 4453 | 2394 | 28,23

>35 | 38| 480 |758 023|376 19,71 | 41,38 | 22,66 | 33,30

MS: materia seca; PB: Proteina Bruta; EE: Extracto etéreo; FB: Fibra Bruta; FND: Fibra
Neutro Detergente; FAD: Fibra Acido Detergente

2.1.2 EL PROCESO DEL ENSILAJE

Una vez que el material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto en el
silo con el fin de excluir el aire, el proceso del ensilaje se suele dividir en cuatro etapas
(Weinberg y Muck, 1996; Merry et al., 1997):

- Fase aerdbica: En esta fase, que sélo dura unas pocas horas, el oxigeno atmosférico
presente en la masa vegetal disminuye rapidamente debido a la respiracion de los
materiales vegetales y a los microorganismos aerobios y anaerobios facultativos
como las levaduras y las enterobacterias. Ademas hay una actividad importante de
varios enzimas vegetales, como las proteasas, siempre y cuando el pH se mantenga

en el rango normal para el jugo del forraje fresco (pH 6,5-6,0).

- Fase de fermentacion: Esta fase tiene lugar en condiciones anaerobicas. Dura desde

varios dias hasta semanas, dependiendo de las caracteristicas del material ensilado y

de las condiciones en el momento del ensilaje. Los principales procesos
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fermentativos que acontecen durante el ensilado son los que a continuacion se

describen:
Fermentacion acética: Muertas las células vegetales (de la Roza, 2005), se
desarrollan bacterias coliformes pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
que producen acido acetico a partir de acido lactico. Su actividad requiere una
temperatura optima de 18-25 °C y desaparece al alcanzarse un pH de 4,2. Las
bacetrias coliformes solamente presentan actividad en la fase inicial del
ensilado, siendo reemplazadas progresivamente por cocos lacticos

(Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc).

Fermentacion lactica: Corre a cargo de bacterias lacticas que degradan los
azlcares y otros carbohidratos solubles presentes en el forraje hasta acido
lactico. En este proceso, diversos cocos lacticos son sustituidos por
Lactobacillus, a excepcion de los Pediococcus, que son mas tolerantes a las
condiciones de acidez que los otros grupos. Las bacterias que llevan a cabo esta
fermentacion necesitan un pH comprendido entre 3 y 4, y condiciones de
anaerobiosis. Finalmente, su accion es inhibida por escasez de azUcares solubles
y acumulacion de é&cido lactico. Cuando esto ocurre, el forraje queda
estabilizado y se ha convertido en ensilado.

Fermentaciones secundarias: Se trata de procesos bacterianos no deseables y
que es preciso minimizar. La mas peligrosa es la fermentacion butirica a cargo
de bacterias del género Clostridium. Se desarrollan entre 20-40° C, en
competencia con las bacterias lacticas, pero necesitan un pH superior a 4.
Algunas especies proteoliticas degradan el nitrégeno proteico del forraje hasta
acido butirico y amoniaco. Otras (sacaroliticas), degradan los azucares y el
acido lactico hasta acido butirico, ademas de acético, propionico, etanol, butanol
y otros metabolitos en menor cantidad. EI amoniaco producido, tiende a elevar
el pH en el silo, lo que favorece la proliferacion de especies del género Bacillus,
gue generan aln mas amoniaco. Cuando el pH en el silo alcanza valores
superiores a 5, se acelera el desarrollo de éstos y otros microorganismos

también nocivos que realizan la putrefaccion del forraje almacenado.

Fermentacidn alcoholica: a cargo de levaduras, con produccion de etanol y otros

alcoholes. Hay que procurar reducirla todo lo posible favoreciendo la
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anaerobiosis, pues aunque afecta poco al proceso de ensilado, puede alterar su
conservacion o incluso darse una excesiva formacion de alcoholes, con peligro

de toxicidad para el ganado.

Si la fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad de las BAL proliferard y se

convertird en la poblacion predominante. A causa de la produccion de &cido lactico y

otros acidos, el pH descendera a valores entre 3,8 y 5,0.

Fase estable: Mientras se mantenga el ambiente anaerobico ocurren pocos cambios.
La mayoria de los microorganismos presentes en la fase de fermentacion reducen su
presencia, mientras que algunos microorganismos acidofilos sobreviven este periodo
en estado inactivo; y otros, como clostridios y bacilos, sobreviven en forma de
esporas. Solo algunos enzimas como las proteasas y carbohidrasas, ademas de
microorganismos especializados como Lactobacillus buchneri, que toleran

ambientes acidos, contintan activos pero a menor ritmo.

Fase de deterioro aerdbico: Esta fase comienza con la apertura del silo y la

exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se requiere extraer y
distribuir el ensilaje, pero puede ocurrir antes de iniciar la explotacion por dafio de
cobertura del silo. Este periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas. La
primera se debe al inicio de la degradacion de los &cidos organicos que conservan el
ensilaje, por accién de las levaduras y ocasionalmente por bacterias que producen
acido acético. Esto induce un aumento en el valor de pH, lo que permite el inicio de
la segunda etapa de deterioro, en la que se constata un aumento de la temperatura y
actividad de microorganismos que deterioran el ensilaje, como algunos bacilos. En
esta etapa, también influye la actividad de otros microorganismos anaerobios

facultativos, como mohos y enterobacterias.

Para evitar fracasos durante el proceso del ensilaje, es importante controlar y

optimizar al maximo cada fase. Generalizando, las condiciones béasicas a potenciar para

obtener un buen ensilado son las siguientes (de la Roza et al., 1999).

Ausencia de aire en el interior del silo
Suficiente contenido en azlcares

Bajada rapida del pH del forraje
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Un mal ensilado puede producir resultados negativos, tales como pudricion,

mermas en el rendimiento, baja palatabilidad y baja produccién por parte del animal.

2.1.3 CALIDAD DE LOS ENSILADOS

La calidad de un ensilado depende por una parte de su valor nutritivo, que esta
ligado directamente a su composicion quimica (fibra, materias nitrogenadas, minerales,
hidratos de carbono, etc.) y por otra de la calidad de conservacion, que viene definida

por los productos finales de las fermentaciones que tienen lugar en el mismo.

La calidad, también puede ser evaluada visualmente, pues aunque esta
informacidn no es precisa, en conjuncion con el andlisis quimico, factores como el olor,
color o apariencia general puede suministrar una buena indicacion del valor nutritivo
esperado. También el aspecto y la composicion quimica antes de ensilar nos pueden dar

una idea de la futura calidad del ensilado (Cafiete y Sancha, 1998).

Diversos componentes que tienen un sentido nutricional deben considerarse para
efectuar la valoracion energética y estabilidad del ensilado (Argamenteria, et al., 1997).
El analisis quimico del ensilado resulta mas complejo que el de otros forrajes, ya que su
valor nutritivo no solamente viene dado por su contenido en principios nutritivos y la
digestibilidad de los mismos, sino que hay que evaluar si la fermentacion ha sido

correcta y si, por tanto, el ensilado va a ser estable.

- Indicadores de calidad nutritiva:

Para poder valorar un ensilado desde el punto de vista nutricional los parametros
a evaluar son pH, materia seca, cenizas, proteina bruta, fibra neutro detergente y
estimacion de la digestibilidad de la materia organica. En funcion de ellos, se puede

efectuar la valoracion energética y estabilidad del ensilado (Argamenteria et al., 1997).

El pH de su jugo. Es un pardmetro rapido e indicativo del tipo de fermentacion

que tuvo lugar y nos indica, por tanto, si disponemos de un alimento estable.

La materia seca (MS) es el porcentaje del forraje que no es agua. Es importante
de por si y porque los demas componentes (excepto la digestibilidad) estan

expresados en funcion del porcentaje de materia seca.
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Las cenizas nos indican el contenido mineral. Si el porcentaje es alto, mayor del

15 % sobre MS, indica que hubo contaminacion con tierra.

La proteina bruta (PB) es un parametro importante debido a su influencia directa
en la produccion animal. Para ensilados de maiz planta entera, el contenido ha

de estar comprendido entre 8 y 10 % sobre MS.

La fibra neutro detergente (FND) es la fraccion del forraje que se corresponde a
las paredes celulares y, estd asociada, negativamente con la ingestion de materia
seca. El porcentaje de FND se incrementa con el estado de madurez de los

forrajes.

La digestibilidad define la proporcion del alimento que es consumido y no es
excretado en las heces y, por tanto, es digerido por el animal. Esta valoracion se
estima en el laboratorio, utilizando enzimas que simulan la digestion que tiene
lugar con los microorganismos del rumen, ante la imposibilidad de que la

medida sea realizada en el ganado.

- Indicadores de calidad fermentativa

Estos parametros fermentativos: nitrdgeno amoniacal, nitrégeno soluble total,
azucares residuales, alcoholes, &cidos grasos volatiles y é&cido l4ctico, aportan
informacion sobre el proceso fermentativo que ha tenido lugar (Martinez et al., 1998).

N soluble y N amoniacal, como medida de la degradacion proteica acontecida

durante el proceso de ensilado.

Azlcares solubles residuales, cuya escasez en el jugo es indicativa de una

correcta fermentacion lactica.

Acido lactico, como medida de la transformacion de los az(cares presentes en el
forraje y que contribuira sustancialmente a la reduccion de pH y a la estabilidad

del ensilado.

Acidos acético y butirico, deben estar ausentes o en cantidades despreciables.
Son el resultado de fermentaciones inducidas por la presencia de bacterias
coliformes que transforman el lactico en acético y de gérmenes butiricos,

presentes en el estiércol, tierra y especies adventicias que degradan el nitrogeno
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proteico del forraje en fermentacion. En funcion de ellos, un ensilado se puede
considerar bien fermentado cuando presenta las siguiente caracteristicas, aunque

hay diferentes baremos segun paises (INRA, 1981):

~ Alto contenido en éacido lactico: Superior al 1,5-3 %, referido a MS.
~ Contenido medio en acido acético: 0,5-1 %, referido a MS.

~ Ausencia o trazas de &cido butirico.

~ Nitrégeno amoniacal respecto al nitrégeno total: Inferior al 5-10 %.

~ Nitrégeno soluble respecto al nitrégeno total: Inferior al 50 %.

2.1.4 ANALISIS QUIMICO DE LOS ENSILADOS

Basicamente, el Sistema Weende o Analisis Inmediato de los alimentos,
consiste en una estimacion del fraccionamiento cuantitativo del material vegetal en:
agua, materias minerales, prétidos mas formas del nitrégeno no protidico, lipidos,
carbohidratos estructurales mas componentes organicos poco digestibles 'y
carbohidratos de reserva mas otros compuestos sin nitrégeno. Para ello se determinan en

el laboratorio los siguientes principios nutritivos:

- Humedad

- Cenizas

- Proteina Bruta

- Extracto Etéreo o Grasa Bruta
- Fibra Bruta

- Materiales extractivos libres de Nitrogeno

Dadas las imprecisiones del esquema de Weende, Van Soest en 1963 desarrollo
un modelo del fraccionamiento del material vegetal, con vistas a mejorar la prediccion
de la utilizacion digestiva. Para ello, considerd dos partes diferenciables en la célula
vegetal: el contenido celular o protoplasto, constituido por sustancias digestibles, y la
pared celular, en la que se encuentran localizados los componentes menos digestibles y
que pueden llegar incluso a dificultar la digestién de la celulosa (como la lignina). La
separacion de las dos fracciones se realiza mediante el uso de detergentes ionicos. Asi,
el contenido celular (constituido por sustancias hidrosolubles, lipidos, azucares, acidos
orgénicos, pectinas, almiddn, nitrégeno no proteico y proteinas) es soluble en detergente
neutro, mientras que la fraccion insoluble corresponde a los constituyentes de la pared
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celular y se denomina fibra neutro detergente (FND). En esta fraccion, a su vez, hay una
parte soluble en detergente acido (hemicelulosa y proteina) y otra fraccion insoluble
(celulosa, lignina, compuestos nitrogenados lignificados, cutina y la proteina alterada
por el calor) que se denomina fibra &cido detergente (FAD). Los conceptos FND y FAD
son valiosos de por si y utilizados en la formulacidn de raciones para rumiantes, en que

se precisa un nivel minimo de ambos componentes.

Tabla 2.2. Métodos de analisis de la fraccion de hidratos de carbono.

Weende Principio Quimico Van Soest
Extractivos AZUCARES CONTENIDOS
" CELULARES
] ALMIDON
Libres (Solubles)
PECTINAS
Nitrogeno HEMICELULOSAS
SOLUBLE
L
I En alcali
G
N
| FAD FND
N
A
Fibra INSOLUBLE
Bruta CELULOSA

2.1.5 APLICACION DE LA REFLECTANCIA EN EL INFRARROJO CERCANO AL

ANALISIS DE LOS ENSILADOS

El empleo de la espectrometria NIR para la determinacion no destructiva de
parametros internos de calidad en alimentos estd ampliamente extendido. Desde los afios
60, con Karl Norris, como pionero de esta técnica para su uso en alimentos, numerosos han

sido los articulos publicados en multitud de productos agroalimentarios.

Los alimentos representan muestras complejas que contienen agua, proteinas,
grasas y carbohidratos como componentes mayoritarios. Por ello, la introduccion de la
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el estudio y valoraciéon de alimentos

supuso un gran avance por su rapidez de respuesta y por ser una tecnologia limpia que
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no emplea reactivos ni genera residuo alguno, pudiendo alcanzar incluso una precision
superior a los métodos analiticos tradicionales (de la Roza et al., 1999b y 2002). Este
hecho pone de manifiesto la potencial aplicabilidad del NIRS como herramienta

imprescindible en servicios analiticos a ganaderos.

Como se ha comentado, la calidad de un ensilado resulta de la interaccion entre
la naturaleza del material de origen, su composicion 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 métodos tradicionales exige
un proceso analitico largo y tedioso, por ello los atributos que aporta la tecnologia
NIRS, fundamentalmente el alto potencial de muestreo y su bajo coste de analisis,

contribuyen a la implantacion de un cambio radical en los procesos de analisis y control.

Sin duda, la técnica NIRS ha contribuido a la valoracion rapida de los alimentos
para el ganado permitiendo tomar decisiones rapidas, estratégicas y econdémicas que
permiten decidir el tipo de suplementacién méas adecuada en cada momento (Deaville y
Flinn, 2000).

2.2 ESPECTROSCOPIA NIR

2.2.1 INTRODUCCION A LA ESPECTROSCOPIA NIR

El descubrimiento de la radiacion en el infrarrojo cercano se debe a William
Herschel (1800) cuando estudiaba el color responsable del calor de la luz solar, dentro
del rango visible del espectro electromagnético. Para ello, equipado con un termdémetro
y un prisma con el que separar los colores de la luz solar, pudo apreciar un incremento
de la temperatura al colocar el termémetro mas alla de la region del color rojo del
espectro visible. A esta radiacion invisible la denominé radiacién infrarroja (Herschel,
1800.)

Curiosamente, durante la primera mitad del siglo XX, apenas se presto interés a
la regidon del infrarrojo cercano del espectro electromagnético, debido principalmente a
la presencia en sus espectros de absorcion de bandas anchas, solapadas y de poca
intensidad, que complicaban sobremanera la asignacion de bandas a estructuras o

grupos funcionales especificos.
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No fue hasta la década de los 50, con la aparicion de los primeros
espectrofotometros NIR, cuando se desarrollaron las primeras aplicaciones de esta
region del espectro electromagnético. En 1954, W. Kaye asignd bandas espectrales de
los correspondientes grupos funcionales en la regién comprendida entre 700 y 3.500
nm, y mostré la posible aplicacion analitica de la técnica en la determinacion de agua y

alcoholes, asi como en el analisis de aminas e hidrocarburos (Kaye, 1954).

En los afios 60, el grupo de investigacion del Departamento de Agricultura de
EEUU (USDA) dirigido por Karl Norris, utiliz6 la espectroscopia NIR para el estudio
de muestras complejas de origen agroalimentario (Norris, 1964; Ben-Gera y Norris,
1968). Demostrando el gran potencial analitico de esta técnica, de gran aplicabilidad en

multitud de sectores.

Gracias al desarrollo de nueva instrumentacion con Opticas mejoradas, a partir
de finales de los afios 70 se hizo posible el registro de espectros de manera rapida y
reproducible (Noble, 1995; Henry, 1999). Sin embargo, el auge de la espectroscopia
NIR como técnica de analisis se ha dado en los afios 80 y 90, impulsada por los grandes

avances tecnoldgicos que acontecian y la expansion en el sector de la informaética.

A diferencia de otras técnicas espectroscépicas, en el infrarrojo cercano no se
generan picos aislados caracteristicos de cada compuesto, sino que se da una
superposicién de bandas correspondientes a diferentes grupos funcionales. La
incorporacion de sistemas informaticos con mayor capacidad permitié obtener y
almacenar gran cantidad de informacién espectral (Ciurczak, 2001; Mark, 1989). Todo
ello, gracias a la posibilidad de extraer la informacién contenida en el espectro obtenido

mediante técnicas quimiomeétricas de analisis multivariable.

Entre las mdltiples aplicaciones de esta tecnologia que se encuentran en la
actualidad, se incluyen las relacionadas con los sectores agroalimentarios, la industria
quimica, petroquimica y textil, medicina, farmacia, cosmética, biologia y medio
ambiente. En lo que respecta a industrias agrarias y alimentarias, la tecnologia NIRS se
ha venido utilizando desde hace tiempo para el andlisis y control de numerosos
productos tales como piensos y cereales, lacteos, aceites y grasas, productos carnicos,
frutas, vegetales, etc. (Davies y Grant, 1987; Nicolai et al., 2007; Cen y He, 2007).
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El desarrollo continuo de nuevas técnicas quimiométricas, la minituarizacion de
componentes instrumentales, el desarrollo de la espectroscopia NIR de imagen, y la
continua aplicacién a nuevos campos, hacen que esta técnica esté en plena expansion,
siendo la mas importante de las técnicas espectroscopicas en el analisis a tiempo real y

en el andlisis de proceso (Workman et al., 2003).

2.2.2 BASES TEORICAS DE LA ABSORCION NIR

La regidn del infrarrojo (IR) es aquella region del espectro electromagnético
comprendida entre el final de la region visible y la region de microondas. Dentro de
dicha region, se pueden diferenciar distintas secciones en funcion del intervalo de
longitudes de onda considerado, aunque las fronteras entre unas y otras son un tanto
arbitrarias. Asi, se denomina infrarrojo medio (MIR) y lejano (FIR) a la region espectral
comprendida entre los 2500 nm y 1mm e infrarrojo cercano a la radiacion infrarroja mas

cercana al visible (Burns y Ciurczak, 1992).

km 30 cm 1 mm 50000 nm 2500 nm ‘ 750 nm 400 nm 10" m 10°m 10-2m
Longitud de onda

Figura 2.1. Espectro electromagnético

En concreto, la regién NIR del espectro electromagnético se extiende desde los
750 a los 2.500 nm, expresado como longitud de onda, o lo que es igual desde 12.800 a
4.000 cm™, expresado en niimero de onda (Osborne y Fearn, 1986; Osborne et al., 1993;
Shenk y Westerhaus, 1995a; Naes et al., 2002).

El fundamento de la tecnologia NIRS se basa en la interaccion que tiene lugar
entre la radiacion electromagnética infrarroja y la muestra, como consecuencia de la
cual se producen cambios en el estado vibracional de las moléculas. El espectro
vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y por tanto,
caracteristica de esa molécula. Asi, en funcion de los enlaces presentes en las moléculas
(fundamentalmente del tipo —-CH, -NH, -OH y —CO), la absorcion de radiacion

seravariable para cada frecuencia del espectro infrarrojo (Burns y Ciurczak, 1992).
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Para que una molécula absorba radiacion infrarroja, la energia de radiacién ha de
coincidir con la diferencia de energia entre dos estados energeéticos y debe producirse un
cambio en el momento dipolar de la molécula debido a movimientos vibratorios. Los
modos de vibracion mas importantes se suelen englobar en dos grandes grupos:
vibraciones de tensién o estiramiento (stretching), tanto simétricas como asimétricas y
las vibraciones de flexion (bending), ya sean en el mismo plano o fuera de él. En base a
ello, las vibraciones en moléculas poliatomicas son mucho méas complejas que en el

caso de una molécula diatdmica que sélo puede vibrar de un modo (stretching).

Vibraciones de tension

Simétrica Antisimétrica

Vibraciones de flexion

e

Balanceo en plano Tijereteo en plano

Aleteo fuera de plano Torsion fuera de plano

<

Figura 2.2. Vibraciones moleculares entre dos 4&tomos con respecto a un atomo.

La energia absorbida incrementa la energia de los modos de vibracion de las
moléculas a través de mecanismos diferentes (Williams y Norris, 1987a; Burns y
Ciurczak, 1992; Osborne et al., 1993; Naes et al., 2002):

- Sobretonos o0 armonicos de las vibraciones fundamentales existentes en la region del
infrarrojo  medio, los cuales son multiplos aproximados de las vibraciones
fundamentales.

- Combinacion de dos 0 mas vibraciones fundamentales del infrarrojo medio.

- Absorciones electronicas, debidas al movimiento de electrones entre diferentes

niveles energeéticos.
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La forma de cuantificar la absorcion de energia en la regién NIR mediante los
mecanismos descritos anteriormente es a traves de la medida de la energia reflejada o
transmitida. La energia reflejada se expresa en unidades de absorbancia (A), definidas
estas como A= log (1/R), donde R son los valores de reflectancia o cociente entre la
radiacion reflejada por la muestra y la radiacion incidente sobre la muestra (Williams y
Norris, 1987; Burns y Ciuczak, 1992; Osborne et al., 1993; ASTM, 1994; Bertrand y
Dufour, 2000).

La tecnologia NIRS se basa en la ley de Lambert-Beer, segin la cual la
absorbancia resultante de una muestra que contenga una sustancia con capacidad de
absorber radiacion NIR es directamente proporcional a la concentracion de la sustancia
que absorba dicha radiacion (Osborne y Fearn, 1986; Williams y Norris, 1987ab; Burns
y Ciurczak, 1992; Osborne et al., 1993; Shenk y Westerhaus, 1995a; Bertrand y Dufour,
2000). Por ello, los valores de absorbancia obtenidos a partir de una muestra se pueden
relacionar con la concentracion de determinadas sustancias presentes en la muestra,

siempre y cuando absorban radiacion NIR.

La representacion de los valores de absorbancia obtenidos a las diferentes
longitudes de onda del rango NIR da lugar a una curva denominada espectro NIR, el
cual es resultado de los diferentes sobretonos, bandas de combinacién y absorciones

electrénicas de radiacion de los grupos funcionales presentes en la muestra.

La principal consecuencia de los diferentes mecanismos anteriormente descritos
es la gran complejidad que entrafia la interpretacion espectral de las bandas de absorcion
obtenidas de los espectros NIR, debido a que los compuestos organicos presentes en la
muestras poseen muchos modos vibracionales que provocan que el espectro NIR sea

complejo.

Ademas, la complejidad de la técnica aumenta en funcion de las caracteristicas
fisicas del instrumento (compartimento para el analisis de la muestra, Optica del equipo,
etc.), asi como de la muestra (tamafio, forma y distribucion de las particulas, indices de

refraccidn, etc.) influyendo en el espectro de una determinada muestra.

Sin embargo, a pesar de la dificil interpretacion de los espectros resultantes, el
hecho de que varios enlaces moleculares estén implicados en los diferentes tipos de

absorciones de la radiacion NIRS comentados con anterioridad, significa que dichas
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absorciones pueden ser utilizadas para aportar informacion analitica de los enlaces

moleculares o de grupos funcionales especificos.

La Figura 2.3. muestra la correspondencia entre los enlaces principales quimicos

y sus correspondientes regiones espectrales de absorcion NIRS.
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Figura 2.3. Bandas de absorcion en la region NIR (Murray, 2004)

Para poder extraer dicha informacion a partir de los espectros NIR obtenidos

se hace necesario el uso de métodos de analisis multivariante (Burns y Ciurczak, 1992;
Osborne et al., 1993; Naes et al., 2002).

2.2.3

INSTRUMENTACION Y MODOS DE ANALISIS

El esquema basico de un instrumento NIR no difiere de cualquier otro

espectrofotometro. Sin embargo, debido a la baja intensidad de las bandas NIR, el nivel

de exigencia en términos de ruido y estabilidad instrumental es mayor que en otros

espectrofotometros. Los componentes basicos de un equipo NIR son: fuente de

radiacion, sistema de seleccion de longitudes de onda, un sistema de lentes para enfocar

la radiacion, compartimento para la presentacion de la muestra, detector que convierte la

energia radiante en una sefial eléctrica y un procesador de sefial. Dicha sefal,

amplificada y convertida en una sefial digital mediante un convertidor analdgico/digital
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es finalmente transmitida a un ordenador para su almacenamiento o procesado (Shenk y
Westerhaus, 1995a; Bertrand y Dufour, 2000).

1. Fuente de radiacién: la mas utilizada en espectroscopia NIR es la lampara haldgena

de tungsteno, por su buen funcionamiento, robustez, coste y porque proporciona un
espectro continuo en la region de 320 — 2.500 nm. Otras fuentes de radiacién son los
LEDs (Light Emiting Diodes), atractivos por su eficacia, pequefio tamafo y

temperatura de operacion, pero que solo pueden emitir hasta los 1.600 nm.

2. Selector de longitudes de onda: Con excepcién de los instrumentos que emplean

LEDs como fuente de radiacion, para el resto de instrumentos, es necesario disponer
de un sistema de seleccion de longitudes de onda. Es decir, un sistema que
descomponga la luz policromatica en longitudes de onda discretas, proporcionando
un ancho de banda estrecho y una elevada intensidad en todo el intervalo de
longitudes de onda. En funcidén del tipo de dispositivo empleado para la obtencién
de un conjunto de radiaciones monocromaticas, se pueden diferenciar dos grandes
grupos de instrumentos NIRS: equipos de filtros e instrumentos monocromadores
(Shenk y Westerhaus, 1995). Ambos tipos se diferencian por el nimero de

longitudes de onda que son capaces de obtener a partir de la radiacion emitida.

2.1. Filtros o codificadores de longitudes de onda: Los instrumentos de filtros

seleccionan las longitudes de onda interponiendo entre la fuente y la muestra
materiales que permiten el paso de determinadas longitudes de onda (Ciurczak,
2001). Los mas sencillos son los filtros de absorcién que transmiten longitudes
de onda de forma selectiva segun el material con el que estan producidos, y los
filtros de interferencia en los que las longitudes de onda transmitidas dependen
del indice de refraccion del material y del angulo de incidencia de la radiacion.
Este tipo de filtros tienen un ancho de banda de 10 £ 2 nm y transmiten

aproximadamente un 40% de la radiacion (Stark y Luchter, 2004).

Mediante un filtro Unicamente se pueden llegar a obtener un pequefio rango de
longitudes de onda (p.ej.: entre 10 a 20 nm de amplitud) a partir de la radiacién
emitida por la lampara. Por ello, los instrumentos que poseen este dispositivo de

seleccion de longitudes de onda vienen equipados con un sistema compuesto de
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un determinado numero de filtros (entre 5 y 20), consiguiendo de esta forma que

puedan cubrir un intervalo mas amplio de medida espectral en la region NIR.

2.2. Sistema monocromador: Mediante el uso de un sistema monocromador, al

contrario que los instrumentos de filtros, se puede conseguir un rango continuo
de longitudes de onda a lo largo de toda la region NIRS. En la actualidad son los
sistemas mas utilizados ya que proporcionan una mayor informacion espectral

que los equipos de filtros.

Los primeros instrumentos monocromadores, comercializados en la década de
los 80, disponian como sistema monocromador de una red de difraccion movil.
Las redes de difraccion son dispositivos que descomponen la luz policromaética
en longitudes de onda monocromaticas. Cuando el haz de luz incide sobre la red
de difraccion, éste se separa en longitudes de onda discretas. La seleccion de la
longitud de onda se basa en el a&ngulo de giro de la red de difraccion, que permite

que una sola longitud de onda atraviese la ranura de salida y llegue a la muestra.

A partir de la década de los 90, comienzan a desarrollarse instrumentos
equipados con nuevos sistemas de seleccion de longitud de onda espectral, como
los diodos emisores de luz infrarroja (IRED), los interferometros de
transformadas de Fourier, los filtros Opticos-acUsticos modulables (AOTF) y
aquellos equipados con red de diodos en fila.

LAMPAR A MONDCROMA DOR MUESTRA

L) REGISTRO

Figura 2.4. Esquema béasico de un espectrofotémetro con sistema monocromador

3. Presentacion de muestra: La espectroscopia NIR tiene una gran versatilidad y

adaptabilidad para el analisis de muestras de diversa naturaleza, ya sean sélidas,
liqguidas o gaseosas, debido a la existencia de multiples médulos de medida

adaptados a cada tipo de muestra. Asi, se pueden realizar medidas at-line, on-line y


http://2.bp.blogspot.com/-4-BwNdaInUw/TZgXl03hb2I/AAAAAAAAAJs/u3xcIXfDl50/s1600/espectrofotometro.gif
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on-site (Figura 2.5.) para multiples tipos de muestras, variando el camino éptico y el
sistema de medida segun la necesidad, ya sea con compartimentos adaptados o

mediante sondas de fibra Optica, con instrumentacion portétil o fija, etc.

Segun fuente de iluminacion Segun instalacion
o ) o .
fDispersivos ) At-line
«Sistema monocromador *Muy sensibles y de gran tamafio
« Alto nimero de longitudes de onda iluminan la ~ 5} g
muestra p - N
«Espectro de absorcion en continuo On-line
*Mayor costo y complejidad ’ «Situados en el lugar de prediccion
| S
U 0
L R ; ™\ (O -site: )
No dispersivos n-site.
«Sistema de filtros *Insertados en el lugar de
«Un namero reducido de longitudes de onda iluminan la L e )
muestra
«Espectro absorcidn discontinuo
\» Mas simples y baratos )

Figura 2.5. Tipos de instrumentos NIRS

En lo referente al modo de medida, existen tres sistemas de medida principal
(Figura 2.6.). La més extendida junto con la reflectancia es la transmitancia. Dicha
modalidad suele emplearse para muestras gaseosas, liquidas o semiliquidas, mientras
que el modo reflectancia suele ser comUnmente empleado para sélidos. La
transflectancia, caso intermedio, suele ser empleado para muestras liquidas o
semiliquidas. Finalmente, se encuentra la modalidad de interactancia, basada en una

sonda de fibra dptica.

En medidas en modo transmitancia, la radiacion NIRS atraviesa la muestra,
interactuando en su camino con las moléculas que la componen y siendo en parte
absorbida por ellas. La energia que no es absorbida, sigue su camino y es cuantificada

por los detectores ubicados después de la muestra (Shenk y Westerhaus, 1995a).

En reflectancia cuando la muestra es iluminada, la radiacion penetra en la misma

(normalmente no mas de 1 mm), interactuando con las particulas y siendo
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selectivamente absorbida. La energia que no se absorbe es reflejada y puede ser

cuantificada por detectores situados frente a la muestra.

La modalidad de transflectancia, también denominada doble transmitancia, se
caracteriza porque integra una capsula o cubeta portamuestras que permite la
transmision de la radiacion NIR a lo largo de toda la muestra. Si bien, al final de dicha
capsula existe una superficie especular (normalmente de aluminio u oro) totalmente
reflectante que provoca la reflexion de la radiacion, y hace que la radiacion vuelva a

atravesar la muestra, para incidir finalmente sobre los detectores (Osborne et al., 1993).

TRANSMISION-LIQUIDOS y SOLIDOS Fuente
Energia
‘/ Radiante
1
N l Rendija
REFLECTANCIA-SOLIDOS Y PASTOSOS
Y "“\\ . Lente
Yo | =5
_‘-’ - wgw
N = ! Dispositivo de
1 iy
) seleccion de
DOBLE TRANSMITANCIA -LIQUIDOS o
/ [
. . B Ventana
~ /;r
Detector

Figura 2.6. Esquema de modalidades de anélisis NIRS de reflectancia, transmitancia y
doble transmision (adaptada de Shenk y Westerhaus, 1995a).

La modalidad de interactancia-reflectancia (Figura 2.7.) supone un cambio
sustancial respecto a las modalidades comentadas anteriormente, ya que para el analisis
de muestras no es necesario el llenado de las capsulas o cubetas portamuestras. Asi, es
posible obtener los espectros de las muestras directamente sobre ellas, transmitiéndose a

continuacion la sefial al instrumento mediante una sonda de fibra dptica (Osborne et al.,
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1993). En este modo de andlisis el detector esta separado de la fuente de radiacion, pero

ambos en contacto directo con la superficie del producto.

7/

@ -
\ Fuent'e
Energia
Radiante
I Rendija
Sonda
fibra . Lente
optica

Dispositivo de
seleccionde

las A

Corte transversal
. . Detector
sonda fibra optica

Muestra

Figura 2.7. Esquema de modalidad de analisis NIRS de interactancia-reflectancia
(reproducida de Slaughter, 1995).

4. Detectores: La mayoria de los espectrofotometros usan un Unico detector, mientras
otros se basan en redes de diodos lineales o multidimensionales para acoplar varios
detectores, segun el rango de longitudes de onda que se quieran detectar. Los
detectores empleados en espectroscopia NIR son construidos con materiales
semiconductores como InGaAs, InAs, InSb, PbS o Si. EI material mas utilizado en
la regién de 1.100 — 3.000 nm es el PbS, mientras que en la region mas proxima al
visible (300 — 1.100 nm) se emplea generalmente el silicio. Los detectores de
InGaAs son buenas alternativas a los detectores de PbS ya que ofrecen mayor
respuesta, pero con el inconveniente de que la temperatura de trabajo Optima es de
aproximadamente -40°C. En la Tabla 2.3, que figura a continuacion, se exponen los
detectores mas empleados en los equipos NIRS, en funcion de su rango espectral de

deteccion.
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Tabla 2.3. Detectores cominmente empleados en equipos NIRS (Workman, 2004).

Detector Rango espectral de deteccion (nm)

InAs (Arseniuro de Indio) 1700 — 5700
InGaAs (Arseniuro de Galio e Indio) 900 — 1700
InSb (Antimonturo de Indio) 1800 — 6800

MCT (Tehuuro de Cadmio y Mercurio) 1000 — 17000
PbS (Sulfuro de Plomo) 1100 - 3000

PbSe (Seleniuro de Plomo) 1700 — 5500

PbTe (Telururo de Plomo) 1500 —4500
Silicio 300-1100

2.2.4 EQuIPos NIR DE REDUCIDO TAMARO Y PORTATILES

Como ya hemos comentado, los instrumentos NIRS tradicionales (at-line) son
muy “sensibles” y requieren un control exhaustivo de las condiciones de temperatura,
humedad, estabilidad, etc., lo que restringe su uso fuera de las condiciones de
laboratorio. Una alternativa a estos equipos de laboratorio, que hace viable la inclusion
de la instrumentacion NIRS on-line, es el sistema de seleccién de longitud de onda
basado en redes de diodos, sin partes mecanicas moviles, por tanto méas robustos y
mejor adaptados al uso on-line, incluso en condiciones agresivas (polvo, vibraciones,
etc.). También existen otras alternativas que estan basadas en la aparicion en el mercado
de diferentes tipos de sondas de fibra dptica, disefiadas para actuar como interfases entre
el proceso o procesos de produccién, minimizando o evitando la manipulacion de
muestra previamente al analisis y una proliferacion de dispositivos electronicos para la

automatizacién de procesos (Fernandez-Ahumada et al., 2008).

Los sistemas portatiles miniaturizados de uso on-site son mas recientes y surgen
unidos a los recientes avances en otros campos como las telecomunicaciones, dptica y/o
electronica. Estos equipos portatiles son dispositivos con una configuracién versatil, de
relativo bajo coste, sin partes moviles, compactos, robustos, ergondémicos, de tamafio
reducido y ligero. Las innovaciones mas interesantes relacionadas con este tipo de

instrumentacion estan relacionadas con la utilizacion de sistemas sin partes moviles para
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la seleccion de la longitud de onda espectral. En la Tabla 2.4. se resumen los diferentes

sistemas fijos de seleccion de la longitud de onda espectral.

Tabla 2.4. Avances tecnol6gicos para la incorporacidn de partes no moviles en la seleccion de la
longitud de onda espectral de equipos NIRS.

FILTROS SINTONIZABLES ELECTRICAMENTE

Filtros acustico opticos: Combinan radio frecuencias y sefiales eléctricas para

difractar la luz sin necesidad de partes mdviles. Segun la frecuencia que llega al
cristal varia la longitud de onda que puede atravesarlo. (Limitacion: Pequefias
variaciones en la temperatura pueden causar desplazamientos en las longitudes
de onda alrededor de 0,025nm.) (Gat, 2000).

Filtros de liquido de cristal sintonizables: Se componen de poralizadores y

cristales birrefringentes liquidos, que segun el voltaje aplicado dejan pasar una

longitud de onda u otra.

Filtros basados en sistemas electromecanicos (MEMS): Estos sistemas

integran componentes mecanicos, electrénicos y eléctricos en un sustrato de
silicio, cuyo tamafio puede variar entre milimetros y micrémetros. Hace uso de
técnicas fotolitograficas que permiten implementar sensores en un chip

(Middelhoek, 2000). Estos filtros son modulables eléctricamente.

FILTROS LINEALES VARIABLES

Se basa en un filtro de banda cuyo sustrato esta recubierto por distintas capas dispuestas
intencionadamente en una direccién. Cada capa tiene unas caracteristicas especificas
para dejar atravesar unas longitudes de onda u otras, actuando, como un filtro (Dami et
al. 2010).

La incorporacion de sistemas micro electro mecanicos (MEMS) ha sido la

mejora mas significativa en los ultimos afios, en cuanto al disefio de espectrofotdmetros

NIR portatiles, practicos de bajo coste y robustos (Spectroscopy, 2010). Esta tecnologia

MEMS-NIRS (Figura 2.8.), tuvo sus primeras incursiones en el mundo del plastico vy,

mas recientemente en la inspeccion de productos farmacéuticos. Y en la actualidad esta
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evaluandose en sus aplicaciones en la industria agroalimentaria (Pérez-Marin et al.,
2011; de la Roza-Delgado et al., 2013).

MEMS
Chip

Fixed
Grating

Single Detectora

Sample Light Source

Figura 2.8. Filtros basados en sistemas electromecanicos (MEMS)

Los equipos basados en esta tecnologia son los que mas auge han tenido en los

ultimos tiempos. En la Figura 2.9., se muestran algunos de estos equipamientos

disponibles en el mercado.
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Figura 2.9. Equipamientos NIRS portatiles disponibles en el mercado

Aparte de estos equipos comerciales portatiles de reducido tamafio, existen

también aquellos basados de red de diodos emisores (LEDs), especialmente interesantes
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debido a sus caracteristicas de bajo consumo energético, precio, reducido tamafio y
larga duracion. Estos dispositivos emplean para la dispersion de las longitudes de onda
una red de difraccion, si bien, en estos equipos, esta red es fija. EI haz de luz incide en
la red tras interaccionar con la muestra y posteriormente, todas las longitudes de onda
son detectadas por una matriz de detectores (fotodiodos) individuales (Figura 2.10). No
obstante estas fuentes tienen limitaciones: cambios de intensidad de la radiacion segun
la temperatura de trabajo, degradacion gradual de la misma con el paso del tiempo,
rango de longitudes de onda de emision muy estrecho.

Fuente de
radiacion

Red de
difraccion

Muestra

Matriz de
detectores

Figura 2.10. Esquema de un equipo de red de diodos (DA) (adaptada de Brimmer et al.,
2001).

Figura 2.11. Equipo NIR Corona 45 VisNIR 1.7 de red de diodos

Hay que tener en cuenta, que esta mejora en la seleccion de la longitud de onda
espectral, debe ir asociada, a los avances en hardware y software, que permiten mejorar

la rapidez y la precision en la toma de datos espectrales y el tratamiento matematico de
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los mismos. La miniaturizacion de los procesadores también ha permitido mayor
independencia de los equipos asi como el uso de tecnologias de la comunicacion e

informacion remota.

2.2.5 QUIMIOMETRIA Y SU APLICACION EN LA TECNOLOGIA NIRS

El aumento progresivo en complejidad de la instrumentacion analitica permite
obtener cada vez mayor volumen de datos. La conversion de estos datos en informacion
atil requiere el uso de herramientas matematicas y estadisticas, que han dado lugar a una

disciplina denominada Quimiometria.

El término Quimiometria fue introducido por World en 1972, para definir
aquella disciplina de la quimica analitica que mediante el uso de métodos estadisticos,
matematicos y otros de logica formal, disefia o selecciona procedimientos
experimentales optimos de medida y/o trata de obtener la maxima informacion quimica
relevante a partir de los datos quimicos analizados (Massart et al., 1997; World y
Sjostrom, 1998).

Como se ha comentado previamente, la gran superposicion de bandas de
absorcion de los diferentes constituyentes presentes en la muestra, la gran cantidad de
datos existentes, la elevada informacion redundante (colinealidad) provocan una baja
selectividad de los datos espectrales NIR. Cuando todo ello concurre, es dificil poder
llegar a establecer una ecuacién mediante la ley de Lambert-Beer, para estimar una
propiedad fisico-quimica de una muestra con el valor de absorbancia a una Unica
longitud de onda. Por ello, la aproximacion univariante que se emplea en el resto de
técnicas espectroscéopicas es muy poco Util en la tecnologia NIRS (Burns y Ciurczak,
1992; Osborne, 1993; Naes et al., 2002).

Por otro lado, la extraccion de informacion relevante de los espectros NIR se
complica debido a la existencia de multiples fuentes de error que afectan al dato
espectral. Dichas fuentes de error se pueden relacionar con cada uno de los siguientes

aspectos:

- relacionadas con el instrumento (relacién sefial/ruido, exactitud, y precision de la

longitud de onda, linealidad de la sefial, tipo y tamafio de la capsula, etc.)
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- relacionadas con la muestra (homogeneidad, densidad, textura, granulometria,
estabilidad ante fluctuaciones de la temperatura, etc.)

- operacionales (preparacion de la muestra, errores del analista, estrategias y
procedimientos estadisticos empleados, etc.).

Como consecuencia de todo lo expuesto se hace necesario emplear herramientas
quimiomeétricas complejas en el tratamiento de los datos espectrales con el fin de
minimizar estos errores y obtener informacion relevante (Naes et al., 2002). Entre tales

herramientas quimiométricas cabe destacar los métodos de andlisis multivariante.

El analisis multivariante podria definirse como los diferentes métodos
estadisticos, matematicos o gréficos, empleados en el andlisis de datos, siempre y
cuando se consideren varias variables de forma simultanea (Martens y Naes, 1989;
Martens y Martens, 2000, Naes et al., 2002). En el caso de la tecnologia NIRS, el
analisis multivariante se empleara para estimar cualquier propiedad de la muestra
(fisico-quimica, fundamentalmente) a partir de multiples variables espectrales (valores
de absorbancia a diferentes longitudes de onda).

Estas herramientas se consideran fundamentales hoy en dia en la obtencién de
informacién relevante a partir de los datos espectrales, siendo el desarrollo y la
evolucion de la tecnologia NIRS paralelos a los avances registrados en dichos campos y
particularmente en el terreno de la quimiometria (Shenk y Westerhaus, 1995a; Kaffka y
Giamarti, 1995; Geladi, 1996).

2.2.6 ETAPAS DEL DESARROLLO DE MODELOS DE CALIBRACION MULTIVARIABLES

Un modelo de calibracion multivariable cuantitativo relaciona N variables
experimentales (valores de absorbancia de un espectro NIR) con propiedades conocidas
de la muestra (p. ej. la concentracion de un determinado analito), siendo el objetivo la
prediccion de dicha propiedad en las muestras a analizar. Este proceso es lo que se
conoce como etapa de calibracion, la relacion matematica desarrollada se denomina
ecuacion de calibracion y el grupo de muestras de composicion conocida se designa
como colectivo de calibracion. Una vez establecida la ecuacion de calibracion, ésta
permitird predecir la composicion fisico-quimica de muestras similares en
caracteristicas a las del colectivo de calibracion (Williams y Sobering, 1996; Shenk y
Westerhaus, 1995b y 1996).
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La obtencion de ecuaciones de calibracion globales o universales y robustas, es
decir, ecuaciones que sean de aplicacion a la préactica totalidad de muestras de una
poblacion y que mantengan su exactitud y precision a lo largo del tiempo, requiere del
seguimiento de unas estrategias concretas que se indicaran a continuacion (Shenk vy
Westerhaus, 1995b y 1996). Para ello, dentro de este apartado, se pretende describir los
principales pasos metodologicos necesarios para la obtencién de la ecuacion de
calibracion, y posterior prediccion de los parametros analiticos en las muestras objeto de
estudio.

2.2.6.1 OBTENCION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION

La técnica NIR comienza con la obtencion de un espectro de absorcion (entre
750 y 2.500 nm) a partir del escaneado de la muestra. Como se ha comentado
anteriormente, dicho espectro refleja las transiciones cuantizadas vibracionales
producidas en las moléculas como consecuencia de la interaccion entre la radiacion

emitida por una lampara hal6gena de filamento de tungsteno y la muestra.
2.2.6.2 SELECCION DEL CONJUNTO DE MUESTRAS

Una etapa de gran importancia en el desarrollo de una ecuacion de calibracién
NIRS es la seleccion de muestras que van a constituir el colectivo de calibracion o
aprendizaje. En primer lugar se ha de disponer de un numero de muestras suficiente
para la creacién y validacion del modelo. En general, mientras mayor sea el nimero de
muestras que constituyan el colectivo de calibracion, mayor capacidad de prediccion
presentara una ecuacion. Pero dado que las muestras han de ser analizadas por el
método de referencia, el cual suele ser lento y costoso, el nimero de muestras a emplear

se ve limitado.

Por otro lado, las muestras utilizadas para el desarrollo de un modelo de
calibracion han de ser representativas de la variabilidad que pueda darse durante el
proceso, y también entre procesos. Asi las muestras utilizadas, ademas de abarcar la
variabilidad existente en cuanto a composicion se refiere, han de incorporar la
variabilidad debida a otras variables, como el origen de la materia prima o la
variabilidad debida a ciclos de produccion, entre otros. A los colectivos de muestras que
cumplen estos objetivos se les suele denominar librerias espectrales universales o
globales de un producto (Shenk y Westerhaus, 1991a y 1995).
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2.2.6.3 METODO DE REFERENCIA

El desarrollo de modelos cuantitativos requiere el conocimiento previo de las
variables que van a ser determinadas. Para ello, se utilizan los métodos de referencia
(andlisis por via humeda) que deben proveer valores precisos y exactos, ya que de ello
dependerd la calidad del modelo a desarrollar.

2.2.6.4 PRETRATAMIENTO ESPECTRAL

Una vez obtenidos los espectros NIR de las muestras seleccionadas, puede ser
necesario aplicar un pretratamiento espectral. Esto se debe a que en los datos
espectroscopicos pueden aparecer contribuciones no deseadas (debido al proceso de
registro, a la naturaleza de la muestra o al ruido instrumental), como ya hemos
comentado, que causan no linealidades u otros efectos que pueden afectar
negativamente al desarrollo del modelo de calibracién. Los pretratamientos espectrales
tienen como objetivo, entre otros, minimizar estas contribuciones espectrales no
deseadas, simplificando los modelos y por ende, acrecentar la sefial del analito de
interés. No todos los pretratamientos consiguen estos objetivos simultdneamente, por lo
que la seleccién del méas apropiado es puramente experimental. Lo pretratamientos

espectrales mas utilizados son:

a. Promedio de Espectros: El ruido es considerado una variacion instrumental
aleatoria, por lo que promediando varias sefiales analiticas de la misma muestra, el

ruido disminuye y se mejora la relacion sefial/ruido.

b. Suavizado Espectral: Los metodos de suavizado son utilizados para reducir
matematicamente el ruido aleatorio o incrementar la relacién sefial/ruido (Beebe et
al., 1998). Estos métodos utilizan una ventana de puntos para determinar un valor
central, desplazando la ventana a lo largo de todo el espectro. Los métodos maés
utilizado son el de Savitzky-Golay (Savitzky y Golay, 1964) y el de la Transformada
de Fourier (Horlick, 1972).

c. Derivadas: Es uno de los pretratamientos mas utilizados en espectroscopia NIR por
su capacidad de solventar los problemas mas caracteristicos de esta técnica: el
solapamiento de bandas y los desplazamientos de la linea base. La primera derivada

elimina los desplazamientos de la linea base constantes y la segunda derivada
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elimina los desplazamientos que varian linealmente con la longitud de onda. Los
métodos mas utilizados son el de Savitzky-Golay (Savitzky y Golay, 1964) y el de
Norris (Norris y Williams, 1984). Las derivadas por el método de Savitzky-Golay
incorporan un suavizado, por lo que el tamafio de ventana es un parametro critico. Si
éste es pequefio la derivada tendra elevado ruido y si es grande la informacion

espectral resultard demasiado suavizada (Beebe et al., 1998).

d. Centrado: El centrado es un pretratamiento habitual previo al desarrollo de un
modelo de calibracion o de un andlisis de componentes principales. Consiste en
centrar cada una de las N variables restando la media de todos los elementos de esa
variable. Los vectores centrados tienen valor medio igual a cero, sin modificar la

varianza.

Un aspecto que influye de manera importante en la baja selectividad de la
informacién espectral NIR es la dispersion de la radiacion incidente, también
denominada efecto scatter (Burns y Ciurczak, 1992; Osborne, 1993; Bertrand y Dufour,
2000). Este hecho es debido a fendmenos fisicos como la textura, el tamafio y la
geometria de las particulas que conforman la muestra (Iwamoto, 1991; Shenk et al.,
1992) y a cambios en el indice de refraccion del material que interacciona con la
radiacion, lo que provoca numerosas variaciones no deseadas en los datos espectrales
NIR (Barnes et al., 1989; Dhanoa et al., 1994; Fernandez y Garrido, 1999; Naes et al.,
2002).

Para separar la informacion existente en el espectro NIR debido a estas
variaciones de origen fisico, de aquellas que aporten informacion meramente quimica se
han desarrollado numerosos métodos quimiométricos, a los cuales se les suele agrupar
bajo el nombre de tratamientos de correccion de scatter (Bertrand, 1993; Bertrand y
Dufour, 2000). Algunos de estos tratamientos (Puigdomenec, 1998; Naes et al., 2002),
serian los denominados MSC o multiplicative scatter correction, SNV o standard
normal variate, DT o detrending y OSC u ortogonal signal correction. Siendo los

tratamientos utilizados mas comunmente MSC, SNV y DT.

a. El SNV o Standard Normal Variate se utiliza principalmente para corregir
variaciones de la linea base producidas por la dispersion (Barnes et al., 1989), por lo

que puede ser util para sélidos o muestras liquidas con turbidez. Con este
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pretratamiento se centra cada espectro, restando el valor medio de la absorbancia del
espectro a los valores de absorbancia de cada longitud de onda, dividido todo ello

por la desviacion estandar:

b. EI MSC o Multiplicative Scatter Correction se utiliza para compensar efectos
multiplicativos o aditivos debidos al scattering. El MSC corrige los desplazamientos
entre muestras aplicando a los espectros originales los parametros de la recta,
obtenida por minimos cuadrados, representando los valores de absorbancia de un
intervalo de longitudes de onda en el que no absorba el analito (aungue a la préactica
se realiza con el espectro completo), frente a los valores de absorbancia de un
espectro de referencia (generalmente el espectro medio de los datos a tratar). La
correccion del espectro original se reduce a la siguiente férmula, en la que a 'y b son

los parametros de la recta.

+MSC _ X; —d

* b

c. EI DT o detrending es un tratamiento para quitar los efectos de offset en la linea de
base, asi como la pendiente o curvatura de los espectros, normalmente causados por
el scatter. El calculo de esta funcion se resta del espectro original, dando como
resultado el espectro con tratamiento detrend aplicado. Normalmente se aplica

conjuntamente a otros tratamientos (por lo general el SNV).
2.2.6.5 DESARROLLO DEL MODELO DE CALIBRACION

Una vez seleccionadas las muestras de calibracion, analizadas éstas mediante el
método de referencia y NIRS, la informacion espectral se simplifica a través del
centrado de la poblacién mediante un analisis de componentes principales o PCA
(Principal Component Analysis), seguido del calculo de distancias entre muestras
(espectros) en un espacio n-dimensional a través generalmente de la distancia de
Mahalanobis (Shenk y Westerhaus, 1991a y 19952y b).
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El analisis de componentes principales es una herramienta que permite
condensar la variabilidad presente en una matriz de datos en unos pocos parametros
representativos, denominados componentes principales (CPs). Los componentes
principales son combinacion lineal de los datos originales (en este caso, datos
espectrales NIR), para cualquier nivel de exactitud requerido. Cada uno de estos
componentes principales intenta explicar la maxima cantidad posible de la varianza
residual existente en el colectivo de datos originales. EI PCA es uno de los métodos mas
empleados para la reduccién de variables, ademas de constituir la base a partir de la cual
se han desarrollado multitud de técnicas quimiométricas de analisis cualitativo y

cuantitativo.

Después del analisis de componentes principales, el conjunto de muestras
aparece como un elipsoide, en el cual se establece un radio que permitira la deteccion de
anoémalos (outliers). La causa de la existencia de este tipo de muestras anémalas es
ciertamente diversa, desde muestras que pueden pertenecer a una variedad distinta a las
demas, espectros recogidos en el equipo sin estabilizar, encapsulamientos incorrectos,
etc. Es decir que, la anomalia puede ser causada tanto por la informacion
espectroscopica como por la quimica. La deteccidn, interpretacion y posible eliminacion
de estas muestras andmalas es una etapa critica en el desarrollo de una ecuacion de
calibracion, debido a la influencia que provoca su presencia en los resultados del

modelo.

Para la deteccion de andmalos espectrales, entre los métodos mas utilizados se
encuentra el célculo de distancias n-dimensionales, como puede ser la distancia de
Mahalanobis (se consideran como pertenecientes a la poblacion aquellas muestras con
GH < 3) y el célculo de residuales en los datos espectrales, es decir, espectros o datos
espectrales que presenten una parte importante de variabilidad sin explicar por el

modelo generado (Martens y Naes, 1989; Shenk y Westerhaus, 1995a y b).

Ambos tipos de estadisticos (distancias en espacios n-dimensionales y
residuales) pueden ser también empleados en la deteccion de anomalos quimicos. Sin
embargo, el célculo de residuales esta mas extendido en lo que a datos de composicion
se refiere. Dichos residuales quimicos serian aquellas muestras que presentan

diferencias significativas entre los valores de composicion aportados por el método de
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referencia y los estimados mediante el modelo de regresion, evaluados normalmente

mediante un test T.

+ X+ rd
e = '+¢+" ‘t..
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Figura 2.10. Representacion tridimensional de la poblacién de muestras segun la distancia de
Mahalanobis global. Las muestras anémalas (outliers) aparecen enmarcadas.

Durante la calibracion, es posible eliminar la informacion redundante,
identificando las muestras con un espectro muy similar a otras presentes en la misma
poblacion, seleccionando asi aquellas que recogen la méaxima variabilidad. Para ello se
emplea el concepto de distancia entre vecinos (NH, de neighborhood), que mide la
semejanza entre muestras mediante el calculo de la distancia entre una muestra y su
“vecino” (normalmente, en este paso, se establece un valor limitante de NH de 0,6). En
el centro de la poblacion muchas muestras son vecinas, mientras que en los extremos las

muestras tienen un nimero menor de vecinos.

Una vez eliminada la informacién redundante, se procede al calculo de la
ecuacion que nos permitird correlacionar los valores de referencia con la informacién
espectral NIR, y asi obtener el modelo de prediccion necesario para el analisis de
muestras desconocidas. Para ello existen diferentes métodos de regresion multivariante
(Martens y Naes, 1989; Burns y Ciurczak, 1992; Puigdomenec, 1998; Naes et al.,
2002), siendo los mas utilizados en las aplicaciones cuantitativas NIRS la regresion
lineal maltiple (MLR), la regresion por componentes principales (PCR) y la regresion

mediante minimos cuadrados parciales (PLS).

- MLR: Este algoritmo calcula el modelo de regresion en base a todas las variables
espectrales disponibles y los valores analiticos, por lo que no se realiza una

simplificacién de las variables (Shenk y Westerhaus, 1995b; Puigdomenec, 1998).
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Las longitudes de onda seleccionadas, mediante un test F, seran aquellas que
presentan una mayor correlacion entre el valor de absorbancia a una longitud de

onda determinada y el dato de composicion quimica.

- PCR: Se basa en la descomposicién de la matriz de datos espectrales mediante un
PCA, por lo que genera unas nuevas variables ortogonales no correlacionadas (PCs),
con las cuales desarrolla una regresion lineal junto con la matriz de datos que
contiene la informacion de referencia. El inconveniente de este algoritmo es que

solo usa la informacidn espectral para calcular las nuevas variables.

- PLS: Se diferencia del anterior en que las nuevas variables ortogonales no sélo se
calculan a partir de la matriz de datos espectrales, sino que considera también la
matriz de los datos de referencia. De este modo, las nuevas variables (LV, Latent
Variables) maximizan la varianza explicada de la matriz espectral (X) de forma que
sea relevante para predecir los pardmetros de la matriz con los datos de referencia
(YY) (Martens y Naes, 1989; Wold et al., 2001).

Los métodos de regresion PCR y PLS se asemejan en sus fundamentos, ya que
mediante ambos métodos se pretende generar unas nuevas variables, combinacion lineal
de los datos espectrales originales y emplear estas nuevas variables en el desarrollo de la
ecuacion de regresion (Martens y Naes, 1989; Shenk y Westerhaus, 1995b; Martens y
Martens, 2000). Asi, Unicamente es considerada la informacién relevante durante el
desarrollo de la regresion.

Estos métodos de regresion permiten obtener una relacion lineal entre los datos
espectrales y los de su composicion. Sin embargo, en algunos casos, no es posible
encontrar una respuesta lineal por lo que es necesario recurrir a métodos de regresion no
lineales (Martens y Naes 1989; Shenk y Westerhaus, 1996; Bertrand y Dufour, 2000;
Naes et al., 2002).

2.2.6.6 EVALUACION Y SELECCION DEL MODELO DE CALIBRACION

La fiabilidad del modelo de calibracion se evalGa inicialmente mediante un
proceso de validacion cruzada, en el que se calculan distintas ecuaciones y se procede a

seleccionar aquella que mejor predice las muestras (la que tiene un valor mas alto del
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coeficiente de correlacion y mas bajo del error estandar de validacion cruzada, que

comentaremos a continuacion).

Esta técnica descrita por Stone (1974) consiste en una validacion basada
unicamente en los datos empleados en la etapa de calibracion. Para ello, se eliminan de
forma sucesiva muestras del colectivo de calibracion que son empleadas para validar la
ecuacion desarrollada a partir del resto de muestras del colectivo de calibracion gue no
han sido eliminadas. El procedimiento se repite hasta lograr que todas las muestras
hayan sido utilizadas una vez para realizar la validacion. Con ello se logra obtener una

estimacion de la capacidad de prediccion de una ecuacién mas real.
2.2.6.7 ETAPA DE VALIDACION

Después de haber desarrollado distintas ecuaciones de calibracion mediante
alguno de los métodos de regresion existentes se ha de validar nuevamente la fiabilidad
del modelo de calibracion mediante la prediccion de muestras que no hayan intervenido
en la misma, utilizando para ello diversos estadisticos. Este proceso se denomina etapa
de validacién (o validacion externa), mientras que las muestras empleadas en dicha

etapa se designan como colectivo de validacion.

La etapa de validacién consiste en la comparacion del valor verdadero y el valor
estimado (Massart et al., 1988). Considerando, en este caso, el valor verdadero a aquel
obtenido mediante el método de referencia, mientras que el valor estimado sera el

predicho por la ecuacion NIRS.

Los estadisticos empleados en la evaluacion, seleccién y validacion de las

ecuaciones de calibracion son los siguientes:

- Coeficiente de determinacion de la calibracién (R%) o medida de la bondad de ajuste
del modelo de regresion utilizado (RSQ). Establece una correlacion entre los datos
primarios obtenidos y los predichos por las ecuaciones de calibracion para un

determinado parametro. Se busca el valor de R? més préximo a 1.

- Error estandar de calibracion (ETC o SEC) o error asociado a las diferencias
existentes entre las medidas primarias obtenidas por los métodos de referencia y los
resultantes del andlisis NIRS para los parametros analiticos determinados en las

muestras utilizadas en la calibracién, por lo que se requiere sea el menor posible.
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Coeficiente de determinacién de la validacion cruzada (r?) o porcentaje de la
variacion existente en el grupo de validacién cruzada que puede ser explicado por el
modelo para el pardmetro estudiado (1-VR). Para este estadistico se tuvieron en
cuenta los criterios interpretativos expuestos por Shenk y Westerhaus (Shenk vy

Westerhaus, 1996) segun los cuales:
Un valor de r*> 0,90 indica que la calibracién es excelente
Si 0,89 > r> 0,70 la calibracién se puede considerar buena

Si 0,69 > r*> 0,50, el modelo obtenido permitiria una adecuada discriminacion

entre las muestras de alto, medio y bajo contenido del pardmetro en cuestion.

Error tipico de validacion cruzada (ETVC) o error de los residuales para el colectivo
de validacion cruzada (SECV), el cual ha de ser el menor posible. El procedimiento
de validacion cruzada utilizado por el Software WinISI selecciona el nimero de
factores LV de acuerdo al valor méas bajo de ETVC vy, posteriormente, calcula un
nuevo modelo con dicho nimero de términos. El valor de ETVC final se calcula
como la raiz cuadrada de la media de los valores de los ETVC de los distintos pases
de validacion cruzada al cuadrado.

La relacion entre la desviacion estandar y el error tipico de validacion cruzada o de
prediccion (RPD). Este cociente ha de ser menor o igual a 3, aunque un valor de 2,5
es aceptable (Williams, 2003)

RER, se define como la relacién entre el intervalo de composicion de los datos de
referencia para el colectivo de calibracion y el error estandar de validacion cruzada.
Millmier (2000) identifica para este parametro cuatro niveles de exactitud en la
prediccion:

< 4:no es utilizable.
Entre 4 y 8: la calibracion puede distinguir entre valores altos y bajos.
Entre 8 y 12: hay posibilidad de predecir cuantitativamente datos.

> 12: indica una buena prediccidn, pero hay que tener en cuenta que RER es

bastante sensible a la presencia de outliers de composicion.
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Una vez desarrolladas las ecuaciones para el analisis por NIRS, su seleccion para
su aplicacion a rutina dependera de los estadisticos obtenidos. De manera, que se ha de
elegir la ecuacion con menores errores de prediccion y mayores coeficientes de

determinacion, cumpliéndose que:

- El error estdndar de validacién cruzada (ETVC) sea igual o inferior a 1.33

multiplicado por el error estandar de calibracion (ETC).
- Lacorrelacién mayor o igual a 0.7
- En caso de validacién externa, la pendiente no diferente al.

Se considera una buena practica de laboratorio ampliar y actualizar la ecuacién
con una periodicidad anual, hasta alcanzar una robustez 6ptima (i.e., un 95% de

prediccion).

2.2.7 CLONACION / ESTANDARIZACION DE INSTRUMENTOS Y TRANSFERENCIA DE
CALIBRACIONES

Un factor importante para la implantacion de la tecnologia NIRS a nivel
industrial y de laboratorios publicos y privados es el desarrollo de ecuaciones de
calibracion globales y robustas (Shenk y Westerhaus, 1995 a y b ). Tales ecuaciones se
denominan ecuaciones de calibracién, como hemos comentado previamente, las cuales
son obtenidas a partir de un gran numero de muestras y pueden ser empleadas para
predecir con exactitud y precision la mayor parte de las muestras de una poblacion a lo

largo del tiempo.

Estas ecuaciones de calibracién generadas tienen ademas de un alto valor
cientifico, un importante valor econémico, ya que podrian ser empleadas por diferentes
instrumentos localizados en el mismo laboratorio o bien en laboratorios diferentes, o
incluso ser utilizadas por equipos incorporados en la linea de produccion. Para que ello
sea posible, el espectro de una muestra obtenido por el equipo a partir del cual se han
desarrollado las ecuaciones (instrumento Master) ha de ser igual al espectro obtenido

por el equipo NIR al cual se quieren transferir las ecuaciones (instrumento Satélite).

Pese al avance industrial y tecnoldgico de los ultimos tiempos, los espectros
obtenidos por diferentes equipos NIRS difieren por diversos motivos, entre los cuales la

configuracién y oOptica del instrumento son los mas comunes. Este hecho imposibilita la
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transferencia directa de ecuaciones entre instrumentos, si lo que se pretende es emplear

dichas ecuaciones con la misma exactitud y precision que en el instrumento Master.

Tradicionalmente, para resolver el problema de la transferencia de ecuaciones se
realizaba un ajuste, mediante la correccion de la pendiente y/o sesgo o bien mediante
ajuste de coeficientes y longitudes de onda, de las ecuaciones a cada equipo Satélite en
particular. Este procedimiento resultaba tedioso y no posibilitaba la transferencia de

espectros para la realizacion de calibraciones comunes (Dardenne et al., 1992).

Posteriormente, durante la 32 Conferencia Internacional NIRS (Bélgica), Shenk y
Westerhaus presentaron un procedimiento que permitia llevar a cabo la correccion de
las diferencias existentes entre espectros de las mismas muestras obtenidos en
instrumentos diferentes. Este procedimiento es lo que se conoce como estandarizacion o
clonacion de instrumentos, el cual se basaba en la utilizaciéon de un “set de universales”
(30 muestras selladas de diferentes productos agricolas). En 1991, los mismos autores,
propusieron un metodo de estandarizacion simplificado, basado Unicamente en la
utilizacion de una muestra sellada de un producto agricola proteico, para corregir las

diferencias espectrales entre instrumentos.

Hoy en dia, se han desarrollado numerosas técnicas quimiométricas que
permiten llevar a cabo la correccion de las diferencias existentes entre espectros de las
mismas muestras obtenidos en instrumentos diferentes. Entre ellos se pueden citar el
método DS (Direct standardisation) y PDS (Piecewise direct standardisation) descrito
por Wang et al. (1991), aquel que emplea OSC (Ortogonal Signal Correction)
propuesto por Wold et al. (1998), asi como la estandarizacion mediante redes
neuronales (Despagne et al., 1998). Sin embargo, desde el punto de vista practico, uno
de los métodos de estandarizacion mas utilizado es el descrito por Shenk y Westerhaus
(Shenk y Westerhaus, 1989). A continuacion, se describen las herramientas

guimiométricas mas destacables de las aqui comentadas.

2.2.7.1 ESTANDARIZACION DIRECTA (DS)

Este método emplea una matriz de transformacion general F en la que todos sus
elementos pueden ser no nulos. A partir de las muestras medidas en ambos instrumentos
como lote de entrenamiento, es posible emplear tanto una regresion de componentes

principales (PCR) como de minimos cuadrados parciales (PLS) para la estimacion del
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vector de coeficientes que predecira el valor en el antiguo instrumento para la longitud
de onda j a partir de todo el espectro del nuevo instrumento. Para la definicion de la
matriz F es necesario determinar una enorme cantidad de constantes y normalmente no
hay muestras en el lote de entrenamiento. Incluso empleando pocos factores para la

regresion el riesgo de sobreajuste es muy elevado.

2.2.7.2 ESTANDARIZACION DIRECTA PASO A PASO (PDS)

En este caso F esta restringida de forma que todos sus elementos son nulos
excepto una banda en torno a la diagonal principal. Los elementos no nulos se sitdan en
la diagonal principal y en un nimero igual de diagonales por encima y por debajo de
ésta. De esta forma, la matriz de transformacion relaciona cada medida ajustada con la
medida a correspondiente longitud de onda y unas pocas méas del espectro bruto a cada
lado de ésta. Igual que en el caso anterior, se puede emplear una regresion PCR o una

PLS para la estimacion de las constantes, siendo mas frecuente el empleo de PCR.

El ancho de ventana (nimero de longitudes de onda empleadas) debe ser
optimizado, aunque en la practica se emplea un ancho de 3 o 5. Como el nimero de
constantes a determinar es mucho menor que en el caso anterior, se reduce el riesgo de
sobreajuste notablemente. Independientemente del ancho de ventana, al deslizar ésta
sobre los extremos del espectro se presenta un problema ya que no existiran las
longitudes de onda a uno de los lados de la ventana. Para solucionar esto, se pueden
truncar las ventanas o prescindir de algunas longitudes de onda.

La version original de la estandarizacion directa paso a paso (PDS) no incluia el
vector de ordenadas en el origen (b) en la ecuacion de transferencia. Este fue incluido
por Wang y cols. (Wang et al., 1995) que observaron que el rendimiento obtenido era

superior a la version puramente multiplicativa.

Este procedimiento mantiene la flexibilidad de la estandarizacion directa (DS)
pero reduciendo enormemente el nimero de constantes a determinar. Aun asi, resulta
necesario estimar bastantes constantes ya que hay un modelo de regresion PCR por cada
longitud de onda del espectro. La determinacién del éptimo local de componentes
principales, asi como la seleccién de muestras empleadas son dos aspectos clave que

pueden generar artefactos en la aplicacion de la PDS.
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2.2.7.3 TRANSFERENCIA POR PROYECCION ORTOGONAL (TOP)

Este Gltimo método de transferencia busca ortogonalizar los espectros de la
calibracion en aquellas direcciones del espacio espectral donde exista mayor
variabilidad entre instrumentos (Soldado et al., 2003). Para tal fin, es necesario que, a
partir de muestras medidas en diferentes equipos, se obtengan mediante un PCA, las
principales direcciones con informacion de la variabilidad existente entre instrumentos.
Cuando el colectivo de calibracion se proyecta ortogonalmente sobre estas
componentes, se logra aislar esa informacion, otorgadndole al método de calibracion

(generalmente PCR o PLS), una mayor posibilidad de hallar factores ftiles, “no

contaminados” por esa variacion entre instrumentos.

2.2.7.4 ALGORITMO DE SHENK Y WESTERHAUS

Este método patentado por Shenk y cols., e incluido en el software WinISI
utilizado en este trabajo, realiza una correccion univariante del espectro completo
mediante dos etapas independientes. Una primera etapa de correccion de longitudes de

onda y una segunda etapa de correccién de los valores de absorbancias.

La correccion de longitudes de onda individuales entre los espectros del
instrumento Master y el Satélite, transformados por un tratamiento previo de primera
derivada, se realiza buscando la longitud de onda del instrumento Satélite para la que
sus valores de absorbancia estén méas correlacionados con cada uno de los valores del
equipo Master. A continuacion, se ajusta mediante un modelo cuadréatico a la longitud
de onda con la maxima correlacion y sus dos longitudes de onda mas proximas. Las
distintas localizaciones de los modelos cuadraticos obtenidos para cada longitud de
onda del instrumento Master se consideran las longitudes de onda del instrumento

Satélite que mejor se ajustan a las correspondientes longitudes de onda del Master.

Posteriormente, se ajusta un nuevo modelo cuadratico que relaciona las
longitudes de onda del instrumento Master con sus correspondientes longitudes de onda
en el instrumento Satélite, obteniéndose asi los valores definitivos para las longitudes de
onda del instrumento Satélite correspondientes a las longitudes de onda del instrumento

Master.

En la segunda etapa, etapa de correccion de los valores de absorbancia se llevan

a cabo las interpolaciones para calcular las respuestas del espectro medido en el
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instrumento Satélite a las longitudes de onda sugeridas por el modelo cuadratico

obtenido en la etapa anterior.

La correccion de las absorbancias se obtiene mediante regresion lineal de las
respuestas del instrumento Satélite obtenidas por interpolacion a cada longitud de onda
seleccionada, sobre las respuestas del instrumento Master a la correspondiente longitud
de onda. Longitud de onda por longitud de onda, se ajusta la respuesta del instrumento

Satélite con los correspondientes coeficientes de regresion.

Para poner en practica el proceso de clonacion descrito, se han de obtener
espectros de las mismas muestras selladas en el instrumento Master, aquel a partir del
cual se van a desarrollar las ecuaciones de calibracion, asi como en el instrumento
Satélite, instrumento al que se desean transferir dichas ecuaciones generadas.
Idealmente, se deberian emplear capsulas selladas en ambos instrumentos para que los
espectros obtenidos por ambos equipos sean idénticos, corrigiendo las diferencias
existentes entre ambos equipos. Asimismo, con el uso de capsulas selladas se lograria
evitar cambios en las muestras debidos a variaciones de temperatura o humedad

provocados durante la toma de espectros.

En numerosas ocasiones, la utilizacion de dichas capsulas selladas no es posible,
ya sea por razones econdémicas o practicas. Park et al., (1999) han demostrado la
posibilidad de clonar instrumentos y por tanto de transferir ecuaciones de calibracion
para el analisis de ensilado fresco sin el uso de cépsulas selladas e incluso presentando

diferentes superficies de muestra a los instrumentos Master y Satélite.

2.2.8 ESPECTROSCOPIA NIR EN EL CONTROL DE CALIDAD DE ENSILADOS DE MAIZ

Como se ha comentado, la potencialidad del método NIRS para la determinacion
rapida y fiable de la calidad de alimentos en general y del forraje en particular, es
conocida desde mediados de los afios 70 (Norris et al., 1976). En los Gltimos afios se
han llevado a cabo un gran nimero de investigaciones que demuestran la utilidad de ese
método para predecir la composicién quimica de diversos productos agricolas como el

ensilaje de maiz (Cozzolino et al., 2003).

Desde las primeras incursiones en el uso de esta técnica en la valoracion de

forrajes, el avance ha sido tal que, al comparar diversas técnicas de laboratorio de uso
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comun para predecir la digestibilidad de mas de 150 ensilajes evaluados in vivo, en
Gran Bretafia, Barber et al. (1990) concluyeron que NIRS es actualmente la mejor en

términos de precision y exactitud, siempre que se cuente con calibraciones apropiadas.

En la actualidad, con el desarrollo de instrumentos NIR on-site, numerosas
investigaciones se han basado en el estudio de la aplicabilidad de los mismos en
diversos sectores. En este sentido, desde el Area de Nutricion, Pastos y Forrajes del
SERIDA, se ha demostrado la potencial aplicabilidad de los equipos on-site o in-situ
para la valoracion de parametros nutritivos y fermentativos de ensilados de hierba
(Soldado et al., 2013). Esto posibilita en gran medida, la incorporacion de estos equipos
a nivel de las explotaciones ganaderas con las humerosas ventajas que ello supone, tanto
a la obtencidn de datos fiables de manera rapida y precisa, como desde el punto de vista

econdmico.

En el presente trabajo, tomando como referencia el estudio anteriormente
comentado (Soldado et al., 2013), se evaluara la posibilidad de determinar parametros
nutritivos y fermentativos de ensilados de maiz a partir de dos equipos on-site
(Satélites) mediante la transferencia de ecuaciones de calibracion desarrolladas en los
equipo at-line, como fundamento para la toma de decisiones estratégicas en las

explotaciones ganaderas. Por todo lo anterior los objetivos a desarrollar son:

I. Evaluacion de la transferencia de una biblioteca espectral de un equipo de
laboratorio (at-line) (FossNIRSystems 6500) a equipos on-site, in-situ/in field
(Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld NIR).

Il. Estandarizacion / clonacion de los equipos on-site e in-situ (satélites) frente al
equipo at-line (Master) para la evaluacion de pardmetros nutricionales vy

fermentativos en ensilados de maiz.

[11. Evaluacion de la viabilidad de los modelos quimiométricos desarrollados mediante

validacién externa.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MUESTRAS Y ANALISIS NIRS

En el presente estudio se han empleado un total de 322 muestras de ensilado de
maiz, recogidas en explotaciones ganaderas del Principado durante el periodo
comprendido entre 2010-2013.

Este conjunto global de muestras se divide en dos grandes grupos:

a) Colectivo de calibracion (Set 1). Lo constituyen un total de 241 muestras

recogidas entre 2010 y 2011 en el equipo at-line (Foss-NIRSystems 6500), en modo
transport y con presentacion intacta de la muestra. La informacién espectral se recoge
en modo de reflectancia como log (1/R), con un instrumento Foss-NIRSystems 6500
(at-line), equipado con un médulo de transporte, en el rango 400-2.500 nm a intervalos
constantes de 2 nm. Este colectivo de calibracion, sus datos espectroscépicos, asi como
la informacion de referencia ya existian antes del inicio del estudio aqui descrito, puesto
que dichas muestras fueron usadas para el desarrollo de ecuaciones de prediccion de
pardmetros nutritivos y fermentativos de ensilados de maiz en el equipo Master en
estudios previos (Soldado et al., 2013b).

b) Colectivo de estandarizacion y validacion (Set 2, 3 y 4). Lo constituyen 3

subgrupos de muestras, cada uno de los cuales consta de 51, 10 y 20 muestras
respectivamente, que han sido analizadas en el equipo at-line y los dos equipos on-site
utilizados en el presente trabajo (Foss-NIRSystems 6500, Corona 45 VisNIR 1.7 y
Phazir 1624 Handheld NIR). La principal diferencia entre estos colectivos muestrales,
radica en el método de homogeneizacion precedente a la toma de espectros por los
diferentes equipos NIRS. Los métodos de homogeneizacién realizados fueron los que

se describen a continuacion:

I. Método de homogeneizacion A: Una vez recibida la muestra, ésta es homogeneizada

por cuarteo. Este método consiste en ir reduciendo la cantidad de muestra inicial
recepcionada hasta obtener una porcidn representativa del total y suficiente para
llevar a cabo los correspondientes analisis. Para ello, la muestra se extiende sobre
una superficie donde es homogeneizada y posteriormente, se divide en cuatro

cuadrantes. Se separan cuadrantes opuestos y el resto de la muestra se retira. La
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porcion de muestra resultante, se homogeiniza, se divide de nuevo en cuatro
cuadrantes y en esta ocasion, se toman los cuadrantes opuestos a los seleccionados
en la etapa anterior. De esta manera, la muestra de partida se divide en dos
submuestras, una de las cuales sera analizada por via hiumeda (analisis quimico de
referencia) y por NIRS, vy la segunda para la extraccion de jugo por presion y
posterior analisis de los pardmetros fermentativos. La submuestra destinada al
andlisis por NIRS, serd dividida en porciones que seran analizadas de forma
simultanea por los diferentes equipos utilizados en el estudio.

. Método de homogeneizacién B: En este método al igual que en el anterior, la

muestra es homogeneizada por cuarteo, segun hemos comentado, y se obtienen dos
submuestras. La diferencia con respecto al método anterior, estriba en que se
selecciona una de las dos submuestras, la cual sera analizada por NIRS haciendo
pasar exactamente la misma porcion de muestra por los diferentes equipos, fraccion
que serd analizada por via himeda posteriormente. Este procedimiento se realiza
con el fin de evaluar las diferencias existentes en la toma de espectros por los

diferentes equipos, en relacion con los datos de referencia obtenidos.

Las caracteristicas de las muestras y los modos de analisis NIRS que se incluyen en

el grupo de estandarizacién y validacion se describen a continuacion:

Set 2: consta de un total de 51 muestras recogidas durante el transcurso de los afios
2012 y 2013. Concretamente, 28 de éstas habian sido recogidas previamente al
inicio de este proyecto. Las muestras fueron homogeneizadas segun el Método de
homogeneizacién A y analizadas por los tres equipos NIR empleados (Foss-
NIRSystems 6500, Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld NIR).

Set 3: incluye 10 muestras de ensilado de maiz recogidas segin el Método de
homogeneizacion B, analizadas por los equipos Foss-NIRSystems 6500, Corona 45
VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld NIR.

Set 4: este grupo estd constituido por un total de 20 muestras, homogeneizadas
segun el Método B y analizadas en los tres equipos NIRS comentados. Sin embargo,
el analisis para la obtencion de la informacion espectroscopica en el instrumento
Corona se ha realizado en dos modalidades con el equipo en posicion normal (tal y

como se realizo en los sets 2 y 3) y en posicion invertida (a diferencia del resto de
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colectivos muestrales), para valorar las posibles divergencias existentes entre la

toma de espectros con el equipo a nivel de laboratorio y la obtenida en la posicion a

utilizar en una explotacion ganadera. En todos los procesos de estandarizacion

evaluados este grupo de muestras fue utilizado como Colectivo de Validacion

Externa.
SET1 SET 2 SET3 SET 4
(N=241) (N=51) (N=10) (N=20)
» Método de « Método de » Método de » Método de

homogeinizacién A
« Colectivo de Calibracion
* Foss-NIRSystems 6500

homogeinizacién A

« Colectivo de Validacion
Externa A

« Colectivo de
Estandarizacion B

« Foss-NIRSystems 6500
« Corona 45 VisNIR 1.7

* Phazir 1624 Handheld
NIR

homogeinizacién B

« Colectivo de
Estandarizacion Ay B

* Foss-NIRSystems 6500
» Corona 45 VisNIR 1.7
* Phazir 1624 Handheld
NIR

homogeinizacién B

« Colectivo de Validacion
ExternaAy B

* Foss-NIRSystems 6500
» Corona 45 VisNIR 1.7.
(posicion normal e
invertida)

* Phazir 1624 Handheld
NIR

Figura 3.1. Descripcién de los colectivos muestrales empleados en el estudio.

3.2 INSTRUMENTOS Y ANALISIS NIRS

En el desarrollo del presente proyecto se han empleado tres equipos NIRS
disponibles en el laboratorio de Nutricion, adscrito al Area de Nutricion, Pastos y
Forrajes del SERIDA, los cuales difieren tanto en sus sistemas Opticos como de

muestreo.

Los espectros fueron recogidos bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad (40% humedad y 24 + 1°C). Las muestras no fueron sometidas a ningln tipo
de pre-tratamiento, siendo analizadas en modo intacto; previa homogeneizacion manual

y correcta carga de la capsula empleada.

3.2.1 EQUIPO MONOCROMADOR FOSS NIRSYSTEM 6500 SY-I1 (SILVER SPRING,
MD, USA)

Este instrumento de laboratorio (at-line), equipado con un modulo de transporte

y que permite realizar medidas de reflectancia en el rango 400-2.500 nm a intervalos
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constantes de 2 nm, es el instrumento Master. Posee diferentes capsulas de presentacion

de la muestra al equipo en funcion del tipo y caracteristicas de la muestra a analizar.

En este estudio se empleo la capsula para productos naturales adecuada para el
procesamiento de muestras heterogéneas, y cuyas dimensiones internas son: 4,7 cm de
ancho, 20 cm de largo y 4,3 cm de profundidad, lo que le confiere una superficie de
irradiacion resultante es de 94 cm®. Los espectros fueron recogidos como log (1/R),

siendo R la reflectancia de la muestra.

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado, y sobre muestra fresca,
siendo cada espectro a su vez el promedio de dos barridos en los que se realizan 32
lecturas en cada uno. Para la recogida de los datos espectrales y el analisis
quimiométrico se utiliz6 el software WinISI Il ver.1.50 (Infrasoft International, Port
Matilda, PA, USA, 2000).

Figura 3.2. Equipo FOSS-NIRSystems 6500 SY-II y capsulas para productos naturales

3.2.2 CORONA 45 VISNIR 1.7 DE RED DE DIODOS INGAES (CARL ZEISS). EQUIPO
SATELITE 1

El equipo portatil (on-site u on-line) de red de diodos (Corona 45 VisNIR 1.7,
Carl Zeiss) fue uno de los equipos utilizados como instrumento secundario o Satélite
(Figura 3.3.). Posee un soporte circular para la adaptacion de capsula tipo Petri de 9 cm
de didmetro y 2 cm de profundidad. Esto permite una superficie de irradiacion de 64
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cm?. Las medidas se tomaron como log(1/R), recogiendo un espectro en cada una de las
20 submuestras que se analizan por muestra de ensilado de maiz, en un rango
comprendido entre 302 y 1.711 nm con un autoincremento no constante de 3 nm

aproximadamente. El espectro final es el promedio de los 20 analisis NIRS realizados

por muestra.

Figura 3.3. Equipo Corona 45 VisNIR 1.7 (Carl Zeiss) en posicion “up-view” y capsula de
analisis

El disefio del instrumento permite dos modos de analisis: “down-view” y “up-
view”. Estas configuraciones nos permiten recoger la informacion espectral utilizando
capsulas empaquetadas “up-view”, o recoger el espectro de la muestra a medida que se
desplaza, por ejemplo, a lo largo de una cinta transportadora (“down-view”). La toma de
espectros se realiza con el equipo en ambas posiciones simulando su incorporacion en
una cadena de produccion activa. Para ello, las muestras fueron presentadas en bandeja,
guardando una distancia de 2 cm respecto al haz de luz (Figuras 3.4. y 3.5.), realizando

igualmente 20 barridos espectrales por muestra.

Con este modo de andlisis se pretende optimizar el uso e implantacion de
sensores NIRs portatiles de red de diodos en diferentes puntos de la cadena de
trasformacidn-produccidn, tanto en la industria de la alimentacién animal como en las

explotaciones ganaderas.
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Figura 3.4. Equipo Corona 45 VisNIR 1.7 (Carl Zeiss) en posicion invertida y distancias
estudiadas para la presentacion de la muestra.

CORONA 45VISNIR

BN CORONA a5VISNIR

Figura 3.5. Presentacion de la muestra al Equipo Corona 45 VisNIR 1.7 (Carl Zeiss) en
posicion invertida o “Down-view”.

Los datos espectrales se recogieron en el software Aspect Plus ver. 1.76 (Carl
Zeiss, Inc.) y el posterior analisis quimiomeétrico, tras exportar los datos, se realizé con

el programa WinlSI version 1.50.

3.2.3 PHAZIR 1624 HANDHELD NIR (POLYCHROMIX, INC., WILMINGTON, MA,

EEUU). EQUIPO SATELITE 2

El espectrofotébmetro Phazir 1624 Handheld NIR, es un analizador NIRS de
mano provisto de una pantalla LCD y baterias recargables, incluye un sistema
electromecanico (MEMS) y una fuente de luz de tungsteno para la iluminacion de la

muestra.
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Figura 3.6. Equipo Phazir 1624 Handheld NIR y modo de recogida de la informacion
espectral

Los datos espectroscopicos son recogidos en un rango comprendido entre 1.596-
2.396 nm a intervalos no constantes de aproximadamente 8 nm, con una ventana de
muestreo pequefia, de dimensiones 0.8x1cm. La recogida de la informacion espectral se
realiza a partir de la exploracion directa sobre la superficie muestra analizada. Se
recogieron 40 espectros de cada muestra de ensilado de maiz contenida en una bandeja,
y el espectro final de una muestra fue el promedio de los 40 analisis realizados.

Todos los datos obtenidos son almacenados en la memoria interna del equipo y
exportados al PC (via conexion USB). La informacion de datos espectrales y su
tratamiento quimiométrico de desarrollo se realizd con el software quimiométrico
WinlISI 11 ver.1.50.

3.3 ANALISIS QUIMICO DE REFERENCIA

Las muestras utilizadas en el andlisis NIRS fueron también procesadas por via
himeda para determinar pardmetros nutritivos y fermentativos de los ensilados de maiz.
Asi, sobre la muestra intacta se determiné el pH, empleando un electrodo de
penetracion. A continuacién, una parte de la muestra fue prensada y sobre el jugo
obtenido se determin6 nitrogeno amoniacal (NHz), acidos grasos volatiles (acido
acético, acido propidnico y acido butirico) y acido lactico. Paralelamente, el resto de la
muestra se desecO a 60°C para la determinacion de materia seca (MS), cenizas (CZ2),
proteina bruta (PB), fibra bruta (FB), fibra neutro detergente (FND), fibra &cido
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detergente (FAD), digestibilidad de la materia organica (DEMO) y almidon (ALM). Los
parametros descritos fueron realizados segun los procedimientos normalizados de
trabajo del laboratorio de Nutricion, acreditado por la norma UNE-EN ISO/IEC 17025,
N° LE/1044.

- pH (PNTNA-G-008): La medida se realiza al poner en contacto la sonda de
penetracion del pH-metro con el ensilado, al menos en cuatro puntos diferentes de la

muestra y registrando la medida, considerandose la media aritmética.

- Materia Seca (MS) (PNTNA-G-025): La determinacién del contenido en materia
seca consiste en la evaporacion del agua contenida en la muestra, mediante el
desecado de la muestra en una estufa de aire forzado a 60°C y determinacion del
contenido de MS por gravimetria. Después de la molienda, se determinard la
humedad residual (103+1°C hasta peso constante). (Van deer Meer, 1983).

- Cenizas (CZ) (PNTNA-G-025): La determinacién consiste en la oxidacion de toda
la materia organica contenida en la muestra, al someterla a combustion (550°C hasta

peso constante) segin Van deer Meer (1983).

- Proteina Bruta (PB) (PNTNA-G-012): La cuantificacion del nitrégeno total/proteina
bruta (a excepcion de nitratos, nitritos y cianuros), se realiza mediante digestion en
medio acido y posterior volumetria segln el Método Kjeldahl. Una vez conocido el
contenido en nitrogeno de la muestra, se puede determinar el contenido de proteina

bruta, aplicando un factor de conversion de 6,25, segun Tecator (1995).

- Fibra Bruta (FB) (PNTNA-G-019): Las muestras se mantienen en ebullicién
sucesivamente con soluciones de 4&cido sulfarico e hidroxido de potasio de
concentraciones fijadas. El residuo resultante tras la solubilizacion con ambos
reactivos, se separa por filtracion y posteriormente, es lavado, pesado y por ultimo,
calcinado. La pérdida de peso resultante tras la calcinacion corresponde al contenido
en fibra bruta. (Tecator, 2000). Este principio nutritivo, pretende ser un estimador de
los hidratos de carbono estructurales y sustancias indigestibles ligadas a los mismos,

como ya se dijo en el apartado 2.1.4.

- Fibra Neutro Detergente (FND) (PNT-001-FND): Para su determinacion, se ha de

emplear una solucion detergente neutra con laurilsulfato sédico que disuelve las
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pectinas de la pared y los solubles celulares, resultando un residuo que representa el

contenido de las paredes celulares (Van Soest et al., 1991).

- Fibra Acido Detergente (FAD) (PNT-005-FAD): Para disolver los solubles
celulares, la hemicelulosa y minerales solubles, se utiliza una solucion &cido

detergente de bromuro de etil-trimetil amonio.

- Digestibilidad (DEMO) (PNT-001-FND): Su determinacion se realiza a partir del
residuo de FND, tras la adicion del enzima celulasa e incubacion a 40 °C durante 24

h. (Riveros y Argamenteria, 1987).

- Nitrégeno soluble y amoniacal. Se determina por destilacion y valoracion Kjeldahl

en el jugo obtenido tras el prensado del ensilado.

- Acido léctico, acético y butirico (PNT-AGV’s): Los acidos grasos volatiles y el
acido lactico se determinan a partir del jugo del ensilado obtenido por prensado,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion utilizando una columna de
intercambio catidnico fuerte a temperada a 40°C (columna Shodex RS PAK KC-L6)

y con fase movil de H3P0, al 0,025%, en modo isocrético.

- Almidon (ALM) (PNT-G-015): Se cuantifica indirectamente, previa hidrolisis a
glucosa y posterior determinacion de la misma, mediante un método enzimatico-

electroquimico (Soldado et al., 2003).
3.4 DESARROLLO Y EVALUACION DE CALIBRACIONES NIRS

Para el desarrollo de las ecuaciones de prediccion NIRS, se han empleado las
241 muestras de ensilado de maiz del Set 1. Este colectivo de muestras fue utilizado
con anterioridad por Soldado et al. (2013b), para el desarrollo de modelos de prediccion
de parametros nutritivos y fermentativos de ensilados de maiz en fresco, en el rango del
equipo Master (400 - 2.500 nm) y validadas externamente con 10 muestras, no incluidas

en el estudio actual.

Una vez desarrollado el modelo es necesario evaluar la robustez del mismo con
el fin de verificar la viabilidad de la transferencia de las ecuaciones de prediccion en el
equipo Master (at-line). Para ello, se ha de llevar a cabo nuevamente la validacién

externa del colectivo de calibracién, con el fin de corroborar la robustez del mismo,
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empleando el colectivo muestral del Set 4 (apartado 3.1.), muestras que son utilizadas

en todos los procesos de validacion externa que llevamos a cabo en el presente estudio.

3.4.1 TRATAMIENTO QUIMIOMETRICO DE LOS DATOS

El tratamiento quimiométrico para el desarrollo y evaluacion de los modelos de

prediccion se realizo utilizando el software WinISI 11 ver.1.50 (Infrasoft International).

Los estadisticos obtenidos en la validacion de los modelos predictivos se
comentan en los apartados 2.2.6.7. y 3.4.1.3. En funcion de estos estadisticos, se valora
la robustez del modelo de prediccion. Los valores del error estandar de validacion
cruzada (SECV), estadistico considerado como mejor estimador que el error estandar de
calibracién (SEC) de la capacidad predictiva de una ecuacion NIRS (Shenk y
Westerhaus, 1995b), son de magnitud similar al error estandar de laboratorio (SEL) del
método de referencia. Por tanto, asumiendo que el SECV es aproximadamente igual que
el SEL, la relacion entre el SECV vy el error estandar de prediccion (SEP) ha de estar
comprendida entre 0,5 y 1,5 (Savenije et al., 2005; de la Roza et al., 2013). Ello indica
no solo la alta calidad de los datos de referencia sino también la alta repetibilidad de la
medida espectral y la alta correlacion entre los datos espectroscopicos y los datos de
referencia. Por tanto, esta relacion es muy aceptable para evaluar la eficacia de la
calibracion y robustez del modelo de prediccion. La obtencion de un modelo de
calibracion robusto, posibilita la transferencia de las ecuaciones de prediccién

desarrolladas en el equipo at-line a los equipos on-site u on-line.

3.4.1.1 DESARROLLO DE LOS MODELOS DE CALIBRACION Y SU EVALUACION

Partiendo de los datos espectrales y quimicos, de las muestras del colectivo de
calibracion (apartado 3.1.), y de acuerdo con el protocolo para el desarrollo de
ecuaciones de calibracion NIRS descrito por Shenk y Westerhaus (Shenk y Westerhaus,
1995a, 1995b y 1996), se procedio a la eliminacion de anomalos espectrales.

Como paso previo al desarrollo de los modelos de calibracion, se aplicé el
algoritmo CENTER del paquete quimiométrico ISI a los datos espectrales del colectivo
de calibracion. La finalidad de esta etapa consiste en reducir la dimensionalidad del
colectivo de partida, a partir de la evaluacion de la presencia de muestras anomalas

espectrales mediante el calculo de la distancia H de cada muestra al centro de la
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poblacién. Este estadistico H, es una variante de la distancia de Mahalanobis (apartado
2.2.5.4), que proporciona informacion acerca de la distancia, dentro del espacio
multivariante definido por las componentes principales, entre cada muestra (espectro) y

el centro de un grupo de muestras.

Se consideran muestras atipicas aquellas que tienen un valor de H > 3. Los
espectros anémalos fueron eliminados, repitiendo el proceso de deteccion y eliminacién
de andmalos espectrales hasta lograr que todas las muestras presentaran un valor de H

inferior al valor maximo recomendado.

La primera etapa en el desarrollo de los modelos de calibracion es seleccionar
los pretratamientos de las sefiales espectroscopicas que minimicen efectos como la
dispersion o la refraccion de la radiacion. En el presente trabajo, se llevaron a cabo
diferentes pretratamientos de la sefial espectroscépica NIR tales como la derivacion y la
correccion del fendmeno de radiacion dispersa o scattering, con Standard Normal
Variate (SNV) and Detrend (DT) (Barnes et al., 1989 y 1994; Dhanoa et al., 1994 y
1995).

La derivacion se utiliza principalmente con tres propdsitos: discriminacion
espectral (acentuando pequefias diferencias entre espectros practicamente iguales),
aumento de la resolucion espectral (incrementando la resolucién aparente de bandas
espectrales solapadas) y andlisis cualitativo (como técnica de correccidn de absorciones

irrelevantes relacionadas con ruido de fondo y para facilitar el analisis multivariante).

Ademas del tratamiento matematico de derivadas, se aplicé un pretratamiento de
SNV & D a los datos espectrales para corregir el fenomeno de la radiacion dispersa. El
D o DT se utiliza para eliminar la curvatura lineal o cuadratica de la linea base del
espectro debido a las diferentes presiones de empaquetamiento. Mientras que la
finalidad del SNV es reducir el efecto del tamario de particula y la dispersion de la luz.
El pretratamiento de correccion de la radiacion difusa SNVD (Standard Normal Variate
and Detrend) es una combinacion de los dos métodos anteriores, ya que corrige la linea
base y elimina las diferencias entre los espectros correspondientes a muestras de similar
composicion quimica. En todas las ecuaciones de calibracion generadas se aplicé un

pretratamiento SNV+D para la correccion del fendbmeno de radiacion dispersa y
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diferentes tratamientos matematicos de derivadas para optimizar la precision de los

modelos generados.

A continuacion, las ecuaciones de calibracion fueron generadas a partir de una
modificacion de la regresion por minimos cuadrados parciales (MPLS). El algoritmo
PLS (Minimos Cuadrados Parciales) lleva a cabo una regresion multivariante en la que
se reducen los datos espectrales a una serie de variables fundamentales (factores LV)
que no solo resumen la mayor parte de la informacion espectral, sino que también son
las que mayor correlacion alcanzan con los valores de referencia. En la regresion MPLS
los residuos obtenidos despues del calculo de cada término de regresion son
estandarizados (dividiendo por la desviacion tipica antes de calcular el siguiente término

de regresion).

Como opciones de la regresion MPLS se incluyeron el calculo de un maximo de
12 términos de regresion o factores LV (generalmente se aconseja uno por cada diez
muestras mas dos o tres términos adicionales), el uso de 4 grupos de validacion cruzada
y la aplicacion de un méximo de 6 etapas de eliminacion de datos anémalos. El numero
optimo de términos de la regresion se determin6 automaticamente minimizando el error
de validacion cruzada y empleando el estadistico T, similar a una t de Student, que
evalla la presencia de muestras anémalas en cuanto a su composicion de referencia.
Este estadistico compara, para cada muestra, el valor del constituyente obtenido
mediante el método de referencia (y;) y el valor predicho por la ecuacion de calibracion
NIRS (yi). Se consideraron muestras anémalas en cuanto a su composicioén quimica,
aquellas que presentaron valores del estadistico T superiores a 2,5 (Mark y Workman,
1991).

(v, =,) _ Residual
ETC ETC

T =

El modo de descripcion de los tratamientos generados en el software WiniSlI
presenta una nomenclatura de cuatro digitos: (a, b, ¢, d). El primer digito (a) hace
referencia al orden de magnitud de la derivada aplicada (0 = espectro sin derivar, 1 = 18
derivada, 2 = 22 derivada, etc.). El segundo digito (b) indica el tamafio del segmento
sobre el cual se realiza la derivacion (intervalo expresado en nanometros donde se

realiza el calculo de la derivada). El tercero (c) y el cuarto (d) digito muestran el tamafio
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de los intervalos, expresado en nanémetros, empleados para el calculo de suavizacion de
la derivada (Shenk y Westerhaus, 1995b).

Una vez desarrollados los modelos es necesario evaluar la calidad de los mismos

y sus caracteristicas de exactitud y precision:

Error tipico de calibracion (ETC o SEC): es el error tipico de los residuales para el

colectivo de calibracion. Su férmula es la que a continuacion figura, donde N
representa el nimero de muestras del colectivo de calibracion, p el nimero de
factores o términos de la regresion, e y; el valor del constituyente a calibrar para la

- /\ . -7 - -, -
muestra i e y; el valor estimado por la ecuacion de calibracion para la muestra i.

Coeficiente de determinacion (R?): muestra el porcentaje de la variabilidad existente

en las concentraciones, modeladas por la ecuacion de regresion. Se emplea tanto en
el proceso de calibracién (R?) como en el proceso de validacién cruzada (r?). Su

formula es:

Error tipico de validacién cruzada (ETVC o SECV) v error tipico de prediccion

(ETP): representan el error tipico de los residuales para el colectivo de validacion

cruzada o de prediccion respectivamente. Sus formulas son:

Z (_,1';' -7, }2
ETVC = ETP =1
N -1

donde N representa el nimero de muestras empleadas como colectivo de validacion

cruzada o de prediccion.

2 )’

1_:’1

N

2

i=1

R = SCreg  SCrot — SCres SCres
SCtot SCtot SCtot

¥

y (,1‘: - 1':
(.,1‘;' - 1_)
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siendo SCreg la suma de cuadrados de la regresion, SCres la suma de cuadrados de
los residuales, SCtot la suma de cuadrados total y N el nimero de muestras del
colectivo.

El coeficiente de determinacion (R?) de la regresion establecida entre los valores
predichos y los del método de referencia debe ser mayor de 0,6 e idealmente,

deberia aproximarse a 1,0.

- RER (Williams, 2001): muestra la relacion entre el intervalo de composicion de los

datos de referencia para el colectivo de calibracion y el error tipico de validacion
cruzada. Este cociente debera ser al menos igual a 10

_Intervalo  Viyae = Vo
ETVC ETVC

RER

siendo Ymax € Ymin €l valor méximo y minimo de composicion, respectivamente, del

colectivo de calibracion.

Como se ha comentado anteriormente en el apartado 2.2.6.7, una vez
desarrolladas las ecuaciones para el andlisis por NIRS, la seleccion para su aplicacion a
nivel de rutina dependera de los estadisticos obtenidos. Las mejores ecuaciones de
calibracion NIRS son seleccionadas de acuerdo con los valores para los estadisticos r’y
ETVC (o SECV). Es decir, que se ha de elegir la ecuacion con mayores coeficientes de
determinacion y menores errores de prediccion, habiéndose de cumplir dos de los tres

criterios que a continuacion figuran:

1. El error estandar de validacion cruzada (ETVC o SECV) sea igual o inferior a 1.33
multiplicado por el error estandar de calibracién (ETC o SEC).
2. La correlacion mayor o igual a 0,7.

3. En caso de validacion externa, la pendiente no diferente a 1.

3.4.1.2 DESARROLLO DE LOS MODELOS DE CALIBRACION ADAPTADOS A LOS
RANGOS DE LONGITUDES DE ONDA DE LOS EQUIPOS SATELITE.

Previo a la transferencia de los modelos es importante tener en cuenta que el

rango espectral es distinto para los tres instrumentos (Master, Satélite 1: Corona 45

VisNIR 1.7 y Satélite 2: Phazir 1624 Handhled NIR). Tampoco son coincidentes los

intervalos de longitudes de onda, a los cuales recoge informacién espectral cada
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instrumento (2, 3 y 8 nm respectivamente), por ello, se ha de llevar a cabo una
interpolacion lineal de los espectros tomados por los equipos Satélites 1 y 2, en sus
correspondientes intervalos de longitudes de onda de trabajo y para un paso de onda
constante de 2 nm. Para llevar a cabo este proceso, el grupo de investigacion del
SERIDA ha desarrollado una macro en Excel que de manera automatizada genera, a
partir de la base de datos del equipo Satélite una nueva base de datos con un intervalo
constante de 2 nm. Asi, por ejemplo, para una muestra dada el equipo Satélite dispone
de valores de log(1/R) para las longitudes de onda de 398,9 y 402,2 nm, pero nosotros
para compararlo con el equipo Master necesitamos conocer el valor de log (1/R) a
400nm, pues bien, la macro disefiada calcula la recta que une los dos puntos conocidos
de equipo Satélite y después estima el valor reflectancia a 400 nm interpolando en dicha

recta.

Para llevar a cabo la transferencia de los modelos es necesario desarrollar con el
Set 1, nuevos modelos de calibracion en el rango de trabajo de cada uno de los equipos

satélite:

- Rango 400-1.710 nm: Rango completo del equipo NIR Corona.
- Rango 1.100-1.710 nm: Rango trimado del equipo NIR Corona.
- Rango 1.596-2.396 nm: Rango completo del equipo NIR Phazir.
- Rango 1.596-2.090 nm: Rango trimado del equipo NIR Phazir.

La estrategia seguida para el desarrollo detallado de los modelos es la misma que

se ha descrito en el apartado 3.4.1.1.

Concretamente, para el desarrollo de los modelos de regresion se evaluaron las
siguientes estrategias matematicas, en primera y segunda derivada: 1,5,5,1, 1,285y
2,6,4,1. La seleccion de los tratamientos matematicos 1,5,5,1 y 2,6,4,1 en particular, se
hizo tomando como referencia resultados previos del grupo de investigacion del
SERIDA (Soldado et al. 2013b). En lo referente al modelo 1,2,8,5, fue seleccionado
porque este pretratamiento resultd el mas eficaz para llevar a cabo la seleccion de

anomalos espectrales en la base de datos muestral del equipo Satélite 2.

Teniendo en cuenta que este tratamiento matematico no habia sido evaluado con
anterioridad sobre el rango espectral del equipo Master, fue necesario desarrollar un

nuevo modelo con este pretratamiento y realizar su evaluacion posterior.
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En la Tabla 3.1 se representan esquematicamente cada uno de los tratamientos

ensayados en el presente estudio.

Tabla 3.1. Ecuaciones de calibracion desarrolladas

Rango Ecuacion Tratamiep D Co.rre'gciér.l de
matematico radiacion difusa

Corona 1 1551 SNVD
(400-1098, 1100-1710 nm) 2 2,6,4,1 SNVD
Corona 3 1551 SNVD
(1100-1710 nm) 4 2,6,4,1 SNVD
Phazir 5 155,1 SNVD
(1596-2396 nm) 6 2,6,4,1 SNVD
Phazir 7 155,1 SNVD
(1596-2090 nm) 8 2,6,4,1 SNVD

Una vez seleccionada la mejor ecuacién para un determinado constituyente, la
misma es evaluada utilizando para ello un colectivo diferente al utilizado para la

obtencion de la calibracion (validacidn externa).

3.4.1.3 VALIDACION EXTERNA DE LOS MODELOS DE CALIBRACION

Con el fin de evaluar la robustez de los modelos desarrollados, es necesario
Ilevar a cabo una validacion externa de los mismos. Para ello se comparan los resultados
predichos por los modelos desarrollados con aquellos obtenidos mediante la realizacion
de los correspondientes analisis de referencia (apartado 3.3).

Los estadisticos utilizados para evaluar los resultados de la validacion externa

son los siguientes:

- Sesqo o0 BIAS: informa acerca de la media de las diferencias existentes entre el valor
del constituyente determinado por el método de referencia (iy )y el valor predicho
por la ecuacion de calibracion (i § ), para la muestra i, siendo N el ndmero de

muestras del colectivo de calibracién. Su férmula es:
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_:\.'
2i-7)
sesgo = == >

- Error tipico de prediccion corregido por el sesgo (ETP(C)): es un estimador del error

aleatorio o error no explicado por la regresion. Se calcula a partir de la siguiente

formula:

N 5
Z[J} — v, — sesgo)
ETP(C) =12

N-1

Se establece un limite para el ETP(C), de acuerdo con la siguiente formula:

Limite ETP(C)=ETC %13

3.5 CLONACION [/ [ESTANDARIZACION DE INSTRUMENTOS Y

TRANSFERENCIA DE CALIBRACIONES

En esta parte del estudio llevado a cabo, se ha realizado la estandarizacion de
dos instrumentos NIRS portatiles. Para ello, se ha seleccionado el equipo Foss-
NIRSystems 6500 como equipo Master, en el cual se desarrollaron las ecuaciones de
prediccion para la determinacion de pardmetros nutritivos y fermentativos de ensilados
de maiz; asi como otros dos equipos, Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld
NIR, elegidos como Satélites. Los tres equipos utilizados se encontraban ubicados en el
laboratorio de NIRS del Area de Nutricion, Pastos y Forrajes del SERIDA, en el

momento del presente estudio.

3.5.1 TRANSFERENCIA DE ECUACIONES DE CALIBRACION NIRS

Las ecuaciones de calibracion NIRS transferidas fueron aquellas que resultaron
mas robustas para la prediccion de los parametros de calidad de los ensilados en cada

uno de los rangos de trabajo de los diferentes equipos satélite (ver Figura 3.7).
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Zeiss Corona 45 VisNIR1.7
Foss NIRSystems 6500

400-1710 nm

1100-1710 nm

1596-2396 nm
400-2500 nm

1596-2090 nm

Figura 3.7. Transferencia Master-Satélite

Como se ha indicado con anterioridad, los espectros NIR utilizados para este
propdsito fueron recogidos con el equipo monocromador Foss-NIRSystems 6500 en el
rango comprendido entre los 400 — 2.500 nm y posteriormente trimados a los rangos de

lectura de los equipos on-site (apartado 3.4.1.2.).

3.5.2 MUESTRAS EMPLEADAS EN LA ESTANDARIZACION

Para llevar a cabo la estandarizacién entre el equipo Master y los Satélites, como
paso previo a la transferencia de las ecuaciones de calibracion desarrolladas en un
instrumento NIRS at-line a los dos equipos on-site, se han empleado los colectivos
muestrales descritos anteriormente (Sets 2 y 3), pero combinados. Las caracteristicas de
dichos grupos de muestras son las siguientes (ver Figura 3.8):

- Colectivo de Estandarizacion A: formado por 10 muestras de ensilado de maiz

recogidas segun el Método de Homogeneizacion B (apartado 3.1) y escaneadas por

los tres equipos NIRS utilizados (Set 3).

- Colectivos de Estandarizacion B:

~ Bl incluye el colectivo de muestras del Set 3 y 10 muestras del Set 2 recogidas
segun lo descrito en el apartado. La seleccién de las 10 muestras del Set 2 se
realizd mediante el programa CENTER evitando la incorporacion de muestras

andmalas en el colectivo de estandarizacion.
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~ B2: constituido por los colectivos muestrales del Set 2 y del Set 3, a excepcion

de una muestra del Set 2 que presentaba valores de H > 3.

Para evaluar el proceso de estandarizacion y transferencia de ecuaciones entre

instrumentos se han empleado dos colectivos de validacion:

- Validacién A: Se han utilizado como colectivos de validacion externa las muestras
del Set 2 y del Set 4 (apartado 3.1.).

- Validacion B: Se ha empleado como colectivo de validacion el conjunto de muestras
integrantes del Set 4.

Colectivo de Colectivo de Colectivo de
Estandarizacion A Estandarizacion B1 Estandarizaciéon B2
(N=10) (N=20) (N=60)
*Set 3 «10 muestras del Set 2 *50 muestras del Set 2
*Set 3 *Set 3
VALIDACION A VALIDACION B VALIDACION B
*Set2y Set4 *Set4 *Set4

Figura 3.8. Colectivos de Estandarizacion y Validacion

Una vez recogida la informacion espectral en todos los equipos, se evaluaron las
diferencias espectrales entre la informacion recogida en el equipo Master algoritmo vs
los equipos Satélite, cuantificando las diferencias entre los mismos para cada una de las
longitudes de onda de las muestras englobadas en los Sets 2 y 3. El estadistico que
describe estas diferencias es el RMS (Shenk y Westerhaus, 1990, 1991, 1992 y 1995).

El valor del estadistico raiz cuadratica media (RMS) para una Gnica submuestra j

(RMS j) viene dado por la siguiente ecuacion:

RMS, =10° x
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Siendo,

yij: log (1/R) a Ai para una submuestra (espectro) j.

yi: log (1/R) a 4i para el espectro medio de N submuestras de una muestra
n: nimero de datos espectrales

Simultdneamente a la obtencion del valor de RMS, se llevo a cabo la
comparacion del valor medio de la raiz cuadrada de las diferencias, corregidas por el
sesgo 0 BIAS, (RMS(C)) entre espectros de las mismas muestras obtenidos en los

instrumentos Master y Satélite a n longitudes de onda. La férmula de este estadistico es:

RMS(C)=10° x |[=

donde:
yij: Valor de log (1/R) de la submuestra j para la longitud de onda i (1i).
yi: Valor de log (1/R) de la submuestra k para la longitud de onda i (4i).

n: numero de longitudes de onda empleadas.

Como se puede deducir de la formula anterior, valores altos de RMS(C) indican
diferencias notables entre espectros, mientras que valores bajos indicarian una mayor

similitud espectral.

Una vez calculado dicho parametro se procedi6 a la creacién de los ficheros de
estandarizacion, con los cuales se desarrollaran las correspondientes matrices de
estandarizacion. En este estudio, se ha planteado la estandarizacion directa mediante el
algoritmo incorporado en el software WinlSI ver. 1.05 y desarrollado por Shenk y
Westerhaus (1989). Se construyeron 8 ficheros de estandarizacion diferentes,
constituidos por 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 y 60 muestras, seleccionadas en funcion de los
valores de RMS(C) obtenidos a partir de los correspondientes colectivos de
estandarizacion, los cuales se presentan en la Tabla 3.2. Las muestras integrantes de
dichos ficheros fueron elegidas por orden de menor a mayor valor de RMS(C). Con el

desarrollo de esta actividad comprobamos que no existen diferencias en los colectivos
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muestrales obtenidos por uno u otro método de homogeneizacion, luego el Set 2 y el Set

3 podran tratarse con posterioridad como si de un mismo colectivo muestral se tratase.

Las matrices de estandarizacion obtenidas, se aplicaron sobre los espectros de
recogidos en los instrumentos Satélite siguiendo la metodologia que se detalla en la
Tabla 3.2. Cada una de estas 8 matrices de estandarizacion fue diferente en funcion del
equipo satélite a estandarizar y del rango de trabajo empleado. Asi, en el presente
estudio se desarrollaron 8 matrices x 2 equipos satélite x 2 rangos de longitudes de onda

para cada equipo, lo que hace un total de 32 matrices de estandarizacién diferentes.

Tabla 3.2. Ficheros de estandarizacién desarrollados y colectivos de validacion empleados

Colectivo de Estandarizacion Ficheros de Colectivo de Validacion
Estandarizacion

Set 3 (N=1) STD 14 Set2y Set4
Set 3 (N=2) STD 5 Set2y Set4
Set 3 (N=3) STD 34 Set2y Set4
Set 3 (N=4) STD 4 Set2y Set 4
Set 3 (N=5) STD s Set2y Set4
Set 3 (N=10) STD 10 Set2y Set4
Set 3 + 10 muestras del Set 2 (N=20) STD g4t Set 4

Set 3 + 50 muestras del Set 2 (N=60) STD gost Set 4
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4 RESULTADOS EXPERIMENTALES

Es importante resefiar que en el presente trabajo se ha planteado una estrategia
cuantitativa para la prediccion de pardmetros nutritivos y fermentativos de ensilados de
maiz en su forma intacta, con el fin de evaluar la posible implantacion de controles de

calidad a pie de campo.

4.1 DESARROLLO Y EVALUACION DE LAS ECUACIONES DE
CALIBRACION EXISTENTES

A partir de los datos de referencia obtenidos segln la metodologia descrita en el
apartado 3.3. y los datos espectroscopicos recogidos segun figura en el apartado 3.2., se
pretende desarrollar ecuaciones de calibracion para la determinacion de parametros de

calidad de ensilado de maiz en fresco y a pie de explotacion.

Se ensayaron 3 tratamientos matematicos diferentes, ya descritos en la seccion

de material y métodos y resumidos en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Ecuaciones de calibracion desarrolladas para el Rango 400-1098, 1100-2500 nm,
rango del equipo Master.

Rango Ecuacion Tratamiento Correccion de
matematico radiacion difusa
1Master 1,5,5,1 SNVD
Foss-NIRSystems 6500
2 Master 2161411 SNVD
(400-1098, 1100-2500 nm)
3 Master 1,2,8,5 SNVD

Los estadisticos de calibracion obtenidos para cada uno de los modelos de
prediccién descritos en la Tabla 4.1, se muestran en la Tabla 4.2. Como puede
observarse, la precision y exactitud para la mayor parte de las variables ha sido buena,
teniendo en cuenta los valores de SECV y R?. A la vista de los resultados, se puede
afirmar que los mejores estadisticos se obtuvieron con el tratamiento matematico
2,6,4,1, confirmando los resultados obtenidos por Soldado et al. (2013b). Los valores
del coeficiente de determinacion de los pardmetros analiticos evaluados, tanto para el

colectivo de calibracién (R®) como para el colectivo de validacion cruzada (%), fueron
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excelentes para MSreal, buenos para PBF, FNDF, FADLCF, ALMF y FBF y aceptables
para CZF.

En el presente estudio se han desarrollado también los correspondientes modelos
de prediccién de pardmetros fermentativos; sin embargo para ninguno de ellos, con los
tratamientos evaluados fue posible alcanzar resultados satisfactorios, por ello, a

continuacion solo se detallan los resultados obtenidos para los pardmetros nutritivos.

Tabla 4.2. Prediccion de pardmetros nutritivos por los Modelos de calibracién desarrollados

PARAMETROS NUTRITIVOS

Parametro | Tto mat. Rango SD N SEC | RSQ |SECV | 1-VR | RER
1,551 24,42-42,68 3,46 | 228 | 0,73 0,96 | 0,84 0,94 | 21,74

MS real 2,6,4,1 24,42-42,68 3,46 | 230 | 0,72 0,96 | 0,82 0,95 | 22,32
1,2,8,5 24,42-42,68 3,46 | 233 | 0,75 0,95 | 0,88 0,94 | 20,75

1,2,8,5 0,68-1,64 0,19 | 218 | 0,17 0,23 | 0,17 0,19 5,61

1,551 1,38-3,00 0,28 | 227 | 0,12 0,83 | 0,13 0,77 | 12,09

PBF 2,6,4,1 1,43-3,18 0,28 | 231 | 0,10 0,88 | 0,13 0,79 | 13,36
1,2,8,5 1,38-3,00 0,28 | 227 | 0,12 0,82 0,14 0,77 | 17,81

1,551 10,68-17,42 1,25 | 232 | 0,57 0,79 0,60 0,77 | 11,27

FNDF 2,6,4,1 10,61-17,42 1,22 | 228 | 0,41 0,89 0,52 0,82 | 13,20
1,2,8,5 10,68-16,67 1,15 | 222 | 0,56 0,76 | 0,58 0,75 | 10,27

1,551 6,36-10,25 0,74 | 228 | 0,33 0,81 0,36 0,77 | 10,90

FADLCF 2,6,4,1 6,18-10,25 0,75 | 229 | 0,29 0,85 | 0,34 0,80 | 12,11
1,2,8,5 6,36-10,25 0,75 | 226 | 0,32 0,81 0,36 0,77 | 10,93

1,551 4,23-16,51 2,25 | 228 | 0,79 0,88 | 0,92 0,83 | 14,46

ALMF 2,6,4,1 4,23-16,51 2,24 | 228 | 0,77 0,88 | 0,89 0,84 | 13,74
1,2,8,5 6,18-10,25 0,75 | 229 | 0,29 0,85 | 0,34 0,80 | 32,47

1,551 5,63-8,53 0,57 | 225 | 0,23 0,85 | 0,27 0,78 | 10,78

FBF 2,6,4,1 5,63-8,53 0,58 | 227 | 0,24 | 0,83 | 0,29 0,76 | 10,10
1,2,8,5 5,63-8,53 0,54 | 219 | 0,22 0,83 | 0,26 0,77 | 10,98

Tto mat.: Tratamiento matematico; SD: Desviacidn estandar; N: Numero de muestras; RSQ: Medida de bondad de
ajuste del modelo de regresion utilizado; SECV: Error estandar de validacion cruzada; 1-VR: coeficiente de
determinacion de la validacion cruzada; RER: Estadistico de calidad de la ecuacion (sesgo/SECV).

En relacion al parametro Cenizas, los resultados pueden estar relacionados con
el hecho de que esta propiedad representa la parte inorganica de la muestra, por ello, su
estimacion se realiza de forma indirecta como la diferencia a 100 con respecto a la

materia organica.
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Por otro lado, la correlacion entre los valores predichos y de referencia se pone
de manifiesto para todos los pardmetros nutritivos excepto para las cenizas, con
coeficientes de determinacion de la validacion cruzada (1-VR) alrededor de 0,8. Hecho
que se reafirma mediante el calculo del estadistico RER. Los valores obtenidos superan
los limites establecidos para la prediccion cuantitativa de datos (apartado 2.2.6.7.), ya
que en la mayor parte de los parametros evaluados el estadistico RER es mayor de 12,
lo que indica una buena capacidad de prediccion de la ecuacion. En el caso concreto de
las CZF, la aplicacién del modelo 1,5,5,1 permite obtener el mayor valor de RER
(8,83).

Para evaluar las ecuaciones de calibracion desarrolladas y como hemos
comentado con anterioridad en el apartado 3.4.1.1, éstas han de cumplir dos de los tres

criterios siguientes:

1. El error estdndar de validacion cruzada (ETVC) sea igual o inferior a 1.33
multiplicado por el error estdndar de calibracion (ETC).
2. Lacorrelacion mayor o igual a 0,7

3. En caso de validacién externa, la pendiente no diferente a 1.

Atendiendo a los estadisticos expuestos y criterios de seleccion comentados: en
la Tabla 4.2., se sefialan en verde aquellos pardmetros que ademas de tener un alto valor
de R? y bajo SECV, cumplen con al menos dos de los criterios establecidos Asimismo,
se sefialan en naranja aquellos parametros (CZF) que presentan un coeficiente de
determinacion, tanto para el colectivo de calibracion (R®) como para el colectivo de
validacién cruzada (r?) aceptable. En vista de los resultados obtenidos hasta el
momento, podemos concluir que éstos son indicadores de una buena precision de las

ecuaciones de calibracion existentes (ecuaciones lyaster , 2Master Y 3 Master)-

41.1 PREDICCION DEL COLECTIVO DE VALIDACION EXTERNA

Una vez evaluada la calidad de los modelos de prediccion desarrollados, en base
a los estadisticos de calibracion, se determina su robustez mediante la prediccion de
muestras no empleadas en la calibracion (validacion externa). Para ello, se aplican estas
ecuaciones, sobre el conjunto de muestras del Set 4, el cual contiene 20 muestras de
ensilados de maiz En la tablas 4.3, 4.4 y 4.5 se muestran los estadisticos de validacion

externa obtenidos con cada uno de los modelos desarrollados:
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Tabla 4.3. Prediccion de parametros nutritivos del colectivo de validacion (Set
4) tras aplicar la ecuacion lyaster.

Tratamiento matematico: 1,5,5,1

Pardmetro | SLOPE | RSQ SEP SECV/SEP GH/NH
MS real 1,063 | 0,960 1,430 1,723

CZF 0,995 0,731 0,217 1,418

PBF 1,035 | 0,869 0,183 1,083

FND 1,037 | 0877 | 0678 1,249 2,397/1,320
FAD 1,107 0,855 0,410 1,239

ALMF 1,039 | 0,937 1,261 1,378

FB 0,884 0,816 0,339 1,224

SLOPE: Pendiente; RSQ: Medida de bondad de ajuste del modelo de regresién utilizado; SEP:
Error estandar de prediccion; SECV/SEP: Error estandar de validacion cruzada/Error estandar de
prediccién

Tabla 4.4. Prediccidon de parametros nutritivos del colectivo de validacion (Set
4) tras aplicar la ecuacion 2paser.

Tratamiento matematico: 2,6,4,1

Parametro | SLOPE | RSQ SEP SECV/SEP GH /NH
MS real 1,085 0,973 1,169 1,292

CZF 0,913 0,651 0,269 1,047

PBF 1,130 0,939 0,099 0,566

FND 0,904 | 0,836 | 0,602 0,715 2,7417/1489
FAD 1,023 0,879 0,387 0,714

ALMF 1,046 0,925 1,086 0,942

FB 1,035 0,840 0,312 0,556

SLOPE: Pendiente; RSQ: Medida de bondad de ajuste del modelo de regresion utilizado; SEP:
Error estandar de prediccion; SECV/SEP: Error estandar de validacion cruzada/Error estandar de
prediccién

Tabla 4.5. Prediccidn de parametros nutritivos del colectivo de validacion (Set 4)
tras aplicar la ecuacion 3yaster

Tratamiento matematico: 1,2,8,5
Parametro | SLOPE | RSQ SEP SECVI/SEP GH/NH
FND 1,031 | 0,874 0,727 1,475 22,12912,217
FAD 1,085 | 0,837 0,439 1,152
ALMF 1,116 | 0,937 1,099 1,153
FB 0,950 | 0,802 0,321 1,049

SLOPE: Pendiente; RSQ: Medida de bondad de ajuste del modelo de regresion utilizado; SEP:
Error estandar de prediccion; SECV/SEP: Error estandar de validacidn cruzada/Error estandar de
prediccion
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El valor medio del estadistico H (distancia de Mahalanobis, apartado 2.2.6.5)
fue 2,397, inferior al limite maximo recomendado por el programa (H < 3), cuando fue
aplicada la ecuacion desarrollada a partir del tratamiento matematico 1,5,5,1 (ecuacion
Imaster); € igualmente, cuando se aplicd la ecuacion obtenida a partir del tratamiento
2,6,4,1 (ecuacion 2y.ser), siendo el resultado obtenido de 2,741 (H < 3).

Como se ha comentado en el apartado 3.4.1., la relacion entre el SECV vy el error
estandar de prediccion (SEP) ha de estar comprendida entre 0,5 y 1,5, para que la
ecuacion de calibracion desarrollada sea considerada aceptable e indicadora de la
robustez del modelo de prediccion (Savenije et al., 2005; de la Roza et al., 2013). En las
Tablas 4.3, y 4.4., figuran en verde los parametros con resultados 6ptimos y en rojo los
resultados con valores superiores al limite establecido. Cuando es aplicada la ecuacion
Imaster (tratamiento matematico 1,5,5,1), los resultados dan valores comprendidos dentro
de los limites establecidos (apartado 3.4.2.1.) para todos los pardmetros nutritivos
analizados, a excepcién de la MS real. Mientras que tras aplicar la ecuacion 2aser todos
los parametros cumplen este criterio. Luego, la ecuacion 2 vaster €5 Mas robusta, ya que
es Optima para todos los parametros nutritivos; mientras que, la ecuacion lmaser NO €S

robusta para el analisis de la MSreal.

El anélisis de los resultados correspondientes a la validacién externa del modelo
desarrollado con el tratamientol,2,8,5, que se muestran en la Tabla 4.5 muestra: 1) una
menor robustez de dicha ecuacion, en comparacion con la ecuaciones Lyaster Y 2master
(Tablas 4.3. y 4.4.), para tres parametros: MSreal, CZF y PBF; y 2) un valor del
estadistico H muy por encima del limite establecido (GH < 3). Atendiendo a lo
expuesto, la aplicacion del tratamiento matematico 1,2,8,5, parece conllevar una
distorsion del colectivo muestral de validacion con respecto al centro poblacional muy

significativa. En base a ello, se decide no aplicar dicha ecuacion en el presente estudio.

4.2 DESARROLLO DE NUEVOS MODELOS DE CALIBRACION

Es importante recordar que, de acuerdo con el plan de trabajo propuesto se ha de
realizar la transferencia de la biblioteca espectral del equipo at-line, con el objetivo de
desarrollar ecuaciones de prediccion Optimas para los equipos on-site utilizados. Para
ello, y como hemos comentado previamente en el apartado 3.4.1.2., se ha de proceder a

la interpolacion de los espectros del colectivo de calibracion (recogido en el rango 400-
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2500 nm, en dos segmentos) y posterior trimado o cortado de acuerdo a los rangos

espectrales de los equipos on-site ya comentados:

- Rango 400-1.098, 1.100-1.710 nm: Rango completo del equipo NIR Corona.
- Rango 1.100-1.710 nm: Rango trimado del equipo NIR Corona.

- Rango 1.596-2.396 nm: Rango completo del equipo NIR Phazir.

- Rango 1.596-2.090 nm: Rango trimado del equipo NIR Phazir.

Con las nuevas bibliotecas espectrales obtenidas en los diferentes rangos de
longitudes de onda comentados, se desarrollan nuevos modelos quimiométricos. Para
ello, a partir de los datos de referencia y de los datos espectroscopicos del colectivo de
calibracién (Set 1) se inicia el trabajo de desarrollo de ecuaciones de calibracion NIRS
descrito por Shenk y Westerhaus (1995a,b y 1996), siguiendo la metodologia propuesta

en el apartado 3.4.

Se han desarrollado un total de 8 modelos de calibracion, 4 para cada equipo
Satélite, los cuales difieren en el tratamiento matematico aplicado y el rango espectral a

partir del cual han sido desarrolladas (Tabla 3.1.).

Las Tablas 4.6., 4.7., 4.8. y 4.9., muestran los estadisticos obtenidos durante el
desarrollo de las ecuaciones de calibracion obtenidas a partir de la informacion espectral
recogida por el equipo Master (Set 1) y previamente trimada o reducida a los rangos de
interés de los equipos Satélite. Los resultados evidencian lo expuesto en la etapa previa
(apartado 4.1.); es decir, de todos los parametros nutritivos a analizar, los resultados
fueron excelentes para MS real, buenos para PBF, FNDF, FADLCF, ALMF, FBF y
aceptables para CZF.

Analizando con detalle los resultados y comparando con los datos obtenidos para
el rango del equipo Master completo (Tabla 4.2.), se observa que éstos son similares, si
bien para el Rango 1596-2090 nm (Rango del satélite 2), se aprecia una disminucion en
los valores de los estadisticos. Esto supone que la capacidad predictiva de las
ecuaciones desarrolladas para este rango en concreto (ecuaciones 7 y 8), tienen una
menor exactitud y capacidad de prediccion aunque no muy significativa, pudiendo

considerarse igualmente una buena calibracion.
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Estos resultados se ajustan a lo esperado, ya que dentro de cada espectro hay
determinadas absorbancias que se corresponden especificamente con determinados
pardmetros nutritivos. Luego, al trimar el rango espectral del equipo Master para que se
corresponda con el rango espectral de los equipos Satélite, alguno de los parametros que
podrian ser determinados con el equipo at-line, puede que no sean determinados con la
misma eficacia por los equipos on-site. También sucede en algunos casos, que el
coeficiente de determinacién (R?) aumenta con respecto al obtenido para el rango del
equipo Master, lo que indica la posible eliminacion de “ruido” que puede distorsionar el
espectro y por lo tanto, la determinacién de ciertos parametros, como ocurre en el caso

de la FADLCF cuando es aplicada la ecuacién 1.

En las Tablas 4.6 - 4.9., se resalta en verde la mejor ecuacion para cada uno de
los pardmetros analizados, de acuerdo a la evaluacion detallada en base a los
estadisticos de calibracién recogidos en la seccion 4 del apartado de material y métodos.
De entre todas ellas, se seleccionan aquellas con mayor precision y exactitud de acuerdo
con los estadisticos tradicionalmente empleados en los trabajos cientificos (r* y SECV)
y otro de uso menos frecuente como es el estadistico RER (apartado 3.4.), pero de gran
interés desde el punto de vista de la evaluacion de la utilidad de una determinada
ecuacion para su aplicacion real a nivel de la industria (Williams y Sobering, 1996).

Tabla 4.6. Estadisticos de prediccion del colectivo de calibracion para el Rango 400-1098, 1100-
1710 nm (Rango Corona Completo)

Parametro | Ec.| Tto mat. Rango SD N SEC | RSQ |SECV | 1-VR | RER
MS real 1| (1,55,1) | 24,42-46,20 | 3,57 226 0,74 | 0,96 | 0,81 0,95 | 26,67
2 | (2,6,41) | 24,42-46,02 | 3,58 228 0,74 | 096 | 0,85 0,94 | 25,35
CZF 1| (1,55,1) 0,68-1,64 0,18 195 0,16 | 0,24 | 0,17 0,11 571
2 | (2641 0,66-1,69 0,20 228 0,11 | 0,68 | 0,14 0,50 7,30
PBF 1] (1,551) 1,60-3,18 0,27 220 0,13 | 0,78 | 0,15 0,70 | 10,68
2 | (2641 1,60-3,18 0,27 217 0,11 | 0,84 | 0,13 0,77 | 12,15
FNDF 1| (1,55,1) | 10,68-17,42 | 1,22 225 0,45 | 0,87 | 0,51 0,83 | 13,29
2 | (2,6,41) | 10,68-19,89 | 1,31 231 0,48 | 0,86 | 0,56 0,81 | 16,36
FADLCF 1| (1551 | 6,36-10,25 0,76 226 0,31 | 0,84 | 0,34 0,81 | 11,58
2 | (2,6,41) | 6,36-10,25 0,76 232 0,32 | 0,82 | 0,36 0,78 | 10,87
ALMF 1| (1551 | 4,23-16,51 2,25 226 0,84 | 0,86 | 0,93 0,83 | 13,28
2 | (26,41) | 5,60-16,51 2,21 222 0,78 | 0,88 | 091 0,83 | 11,95
FBF 1| (1,55,1) 5,63-9,27 0,59 227 0,25 | 0,82 | 0,28 0,78 | 13,09
2 | (2,6,41) 5,65-8,53 0,58 229 0,26 | 0,80 | 0,29 0,76 | 10,00

Tto mat.: Tratamiento matematico; SD: Desviacion estandar; N: Numero de muestras; RSQ: Medida de bondad de
ajuste del modelo de regresion utilizado; SECV: Error estandar de validacion cruzada; 1-VR: coeficiente de
determinacion de la validacion cruzada; RER: Estadistico de calidad de la ecuacion (sesgo/SECV).
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Tabla 4.7. Estadisticos de prediccidn del colectivo de calibracion para el Rango 1100- 1710 nm
(Rango Corona Trimado)

Parametro | Ec. | Tto mat. Rango SD N SEC | RSQ |SECV | 1-VR | RER
Ms real 3 | (1,55,1) | 24,42-42,68 | 3,39 218 0,76 0,95 0,81 0,94 | 22,52
4 | (2,6,4,1) | 24,42-42,68 | 3,40 225 0,76 0,95 0,84 0,94 | 21,71
CZF 3 | (1,551 0,48-1,68 0,20 227 0,13 0,58 0,14 0,51 8,45
4 | (2,641 0,48-1,69 0,20 226 0,13 0,61 0,14 0,52 8,58
PBF 3 | (1,552 1,60-3,18 0,27 226 0,13 0,77 0,15 0,70 | 10,53
4 | (2,6/4,1) 1,60-3,18 0,27 220 0,11 0,85 0,12 0,80 | 12,95
FNDF 3 | (1,55,1) | 10,61-17,16 | 1,19 219 0,49 0,83 0,53 0,80 | 12,34
4 | (26/4,1) | 10,61-17,16 | 1,22 221 0,47 0,85 0,52 0,82 | 12,60
FADLCF 3 | (1,551 6,18-10,25 0,77 226 0,33 0,81 0,35 0,79 | 11,60
4 | (2,6,4,1) 6,18-10,20 0,76 227 0,33 0,82 0,35 0,79 | 11,39
ALMF 3 | (1,551 4,23-16,51 2,25 222 0,84 0,86 0,89 0,84 | 13,77
4 | (2,6,4,1) 4,23-16,51 2,22 222 0,83 0,86 0,95 0,83 | 12,89
FBF 3 | (1,551 5,63-8,53 0,58 220 0,25 0,81 0,28 0,77 | 10,47
4 | (2,644,1) 5,63-8,49 0,56 217 0,25 0,80 0,27 0,77 | 10,71

Tto mat.: Tratamiento matematico; SD: Desviacion estandar; N: NUmero de muestras; RSQ: Medida de bondad de
ajuste del modelo de regresién utilizado; SECV: Error estdndar de validacion cruzada; 1-VR: coeficiente de

determinacion de la validacion cruzada; RER: Estadistico de calidad de la ecuacion (sesgo/SECV).

Tabla 4.8. Estadisticos de prediccién del colectivo de calibracion para el Rango 1596-2396 nm
(Rango Phazir Completo)

Parametro | Ec. | Tto mat. Rango SD N SEC | RSQ |SECV | 1-VR | RER
Ms real 5 | (1,551) | 24,42-41,22 | 3,24 223 0,71 0,95 | 0,89 0,93 | 18,90
6 | (2,64,1) | 24,42-41,22 | 3,21 217 0,74 0,95 0,85 0,93 | 19,70
CZF 5 | (1,55,1) 0,48-1,69 0,20 227 0,12 0,64 0,14 | 0,55 8,96
6 | (2,6,4,1) 0,48-1,69 0,20 226 0,13 0,56 | 0,15 0,42 7,96
PBF 5 | (1,55,1) 1,38-3,18 0,29 230 0,11 0,85 0,13 0,80 | 14,17
6 | (2,6,4,1) 1,38-3,18 0,28 225 0,12 0,84 | 0,14 | 0,77 | 13,14
FNDF 5 | (1551 | 10,61-17,42 | 1,20 223 0,43 0,87 0,46 0,86 | 14,87
6 | (2,6,4,1) | 10,61-16,86 | 1,17 223 0,05 0,85 | 0,55 0,78 | 11,43
FADLCF 5 | (1,55,1) 6,18-10,25 0,73 223 0,31 0,82 0,34 | 0,79 | 12,15
6 | (2,6,4,1) 6,18-10,01 0,69 213 0,36 0,74 | 0,38 0,70 | 10,16
ALMF 5 | (1,55,1) 5,60-15,51 2,14 217 1,07 0,75 1,09 0,74 9,09
6 | (2,6,4,1) 5,60-16,51 2,11 222 1,09 0,73 1,12 0,72 9,74
FBF 5 | (1,55,1) 5,10-8,53 0,58 226 0,27 0,79 0,31 0,73 | 11,21
6 | (2,6,4,1) 5,63-8,49 0,56 223 0,30 0,72 | 0,32 0,67 8,99

Tto mat.: Tratamiento matematico; SD: Desviacién estandar; N: Niumero de muestras; RSQ: Medida de bondad de
ajuste del modelo de regresion utilizado; SECV: Error estandar de validacion cruzada; 1-VR: coeficiente de
determinacion de la validacion cruzada; RER: Estadistico de calidad de la ecuacion (sesgo/SECV).
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Tabla 4.9. Estadisticos de prediccion del colectivo de calibracién para el Rango 1596-2090 hm
(Rango Phazir Trimado)

Parametro | Ec.| Tto mat. Rango SD N SEC | RSQ |SECV | 1-VR | RER
Ms real 7 | (1,551) | 24,42-41,22 | 3,15 215 0,90 | 0,918 | 0,944 | 0,911 | 17,80
8 | (2,641) | 24,42-41,22 | 3,17 215 0,94 | 0,912 | 1,008 | 0,899 | 16,67
CZF 7 | (1,551) 0,48-1,64 0,19 222 | 0,139 | 0,482 | 0,149 | 0,401 | 7,79
8 | (2,6,41) 0,66-1,64 0,19 219 | 0,138 | 0,470 | 0,147 | 0,397 | 6,67
PBF 7| (1,551) 1,38-3,10 0,27 220 | 0,127 | 0,783 | 0,148 | 0,705 | 11,62
8 | (2,6,4,1) 1,38-3,00 0,27 217 | 0,121 | 0,795 | 0,136 | 0,744 | 11,91
FNDF 7 | (1,551) 5,10-18,45 3,65 210 | 1,929 | 0,721 | 2,088 | 0,673 | 6,39
8 | (2,641 5,10-18,45 3,65 214 | 2,019 | 0,695 | 2,239 | 0,632 | 5,96
FADLCF 7 | (1,551) 6,18-10,20 0,70 219 | 0,340 | 0,765 | 0,356 | 0,744 | 11,29
8 | (2,6,41) 6,36-10,20 0,69 216 | 0,340 | 0,755 | 0,352 | 0,740 | 10,91
ALMF 7| (1,551) 4,23-16,51 2,20 220 | 1,081 | 0,758 | 1,125 | 0,738 | 10,92
8 | (26411) 5,60-16,25 2,10 210 | 1,022 | 0,761 | 1,072 | 0,739 | 9,93
FBF 7| (1,551) 5,10-8,49 0,572 | 192 | 0,309 | 0,708 | 0,318 | 0,693 | 10,66
8 | (26411) 5,10-8,49 0,567 | 193 | 0,297 | 0,726 | 0,316 | 0,692 | 10,73

Tto mat.: Tratamiento matematico; SD: Desviacion estandar; N: Nimero de muestras; RSQ: Medida de bondad de
ajuste del modelo de regresion utilizado; SECV: Error estdndar de validacion cruzada; 1-VR: coeficiente de
determinacion de la validacion cruzada; RER: Estadistico de calidad de la ecuacion (sesgo/SECV).

Con relacion al coeficiente de determinacion de la validacion cruzada, en los
rangos evaluados en el equipo Satélite 1 se pone de manifiesto, que con la excepcién de
las cenizas (tal y como sucedia en el equipo Master) el resto de parametros poseen
valores superiores a 0,70 con un rango que va desde 0,70 para la PB hasta 0.95 para la
MSreal. En lo referente a los errores de validacion cruzada, tal y como sucede en la
técnica de referencia, encontramos errores proximos al 1% para la determinacion de
ALM y minimos 0,15 % para la determinacion de la PB. Estos resultados son acordes
totalmente con los valores del estadistico RER, el cual es mayor de 10 para todos los

parametros nutritivos.

Con respecto a la evaluacion de la calibracion en el rango del equipo Satélite 2,
hay que remarcar que los resultados en lineas generales son menos satisfactorios. Asi
los errores son mayores que aquellos obtenidos para el equipo Satélite 1, los RER son
menores de 10 para CZ y ALM; sin embargo, al igual que en equipo Satélite 1, los
coeficientes de determinacion de la validacion cruzada son superiores a 0,7 para todos
los parametros, a excepcion de las cenizas. Cuando se trabaja en el rango reducido

(1596-2090 nm), la FND también arroja valores del estadistico RER no satisfactorios.
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En base a los estadisticos obtenidos, los modelos de prediccion, muestran una
prediccidn y exactitud que va de excelente (p e. MSreal) a moderada (p.e. FBF), dados
los valores de R? para cada parametro y los valores de SEC inferiores a los de SD. En la
Tabla 4.10., se presentan las mejores ecuaciones para cada uno de los rangos analizados,
aquellas que predicen satisfactoriamente un mayor numero de parametros, en funcién

del rango espectral considerado.

Tabla 4.10. Mejores ecuaciones para los distintos rangos

RANGO 400-1098,
1100-1710 NMm

(Rango Corona
Completo)

RANGO 1100-1710 NM

(Rango Corona
Trimado)

RANGO 1596-2396 NM

(Rango Phazir
Completo)

RANGO 1596-2090 NM

(Rango Phazir
Trimado)

Ecuacion 1 (1,5,5,1)

Ecuacion 3 (2,6,4,1)

Ecuaciéon 5 (1,5,5,1)

Ecuacién 7 (1,5,5,1)

Mediante la aplicacion de todas las ecuaciones planteadas y teniendo en cuenta
los criterios de evaluacion y seleccion de ecuaciones ya comentados en el apartado 3.4.,
en términos generales, las mejores ecuaciones ha sido las desarrolladas a partir del
tratamiento matematico 1,5,5,1. Este resultado difiere de lo expuesto en el apartado 4.1.,
en el que la mejor ecuacion para el rango del equipo Master resultd ser la ecuacion
2master; aquella desarrollada a partir del tratamiento matematico 2,6,4,1. Luego, al trimar
el rango espectral del equipo Master conforme a los rangos de los equipos Satélite, la
ecuacion Lyaser desarrollada a partir del tratamiento 1,5,5,1 resulta mas éptima para la

prediccion de parametros nutritivos en los equipos on-site.

4.2.1 VALIDACION DE LAS ECUACIONES DE PREDICCION DESARROLLADAS

Una vez obtenidas las ecuaciones de prediccién para los rangos de los equipos
on-site descritos anteriormente y evaluada la capacidad de prediccion de las mismas, se
ha de proceder a la validacion externa de las ecuaciones desarrolladas. Para la
validacion, se utilizan los colectivos muestrales del Set 2 y del Set 4, descritos en el
apartado 3.1.

En las tablas 4.11 y 4.12, se muestran los resultados obtenidos al aplicar cada
uno de los modelos de prediccién sobre los Sets 2 y 4, en base a los valores de GH. A la

vista de los resultados se pone de manifiesto la necesidad de realizar la estandarizacion
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de la informacion espectral para conseguir una similitud tal que permita aplicar los
modelos desarrollados con espectros en el equipo Master, sobre espectros recogidos en
los equipos Satélite. En ninguno de los casos se obtienen valores de GH menores que 3
al aplicar los modelos de prediccion directamente sobre la informacion espectral

recogida en los instrumentos Satélite.

Los resultados expuestos, justifican la necesidad de estandarizacién o clonacion
entre equipos con el fin de posibilitar la transferencia de la biblioteca espectral del

equipo Master.

Tabla 4.11. Prediccion del colectivo muestral del Set 2 recogido por el equipo Master,
equipo Satélite 1 y equipo Satélite 2

RANGO SET 2 ECUACION | Tto.Mat. | N GH NH
. 1 1,551 51 | 2,542 1,689
Equipo Master
400-1098, 2 2,641 51 ] 3,013 2,173
1100-1710 nm _ 1 1,551 |51 | 132,34 | 117,34
Equipo Corona
2 2,6,4,1 51 | 71,02 62,41
. 3 1,551 51 | 1,519 0,789
Equipo Master
4 2,641 51 | 1,611 1,045
1100-1710 nm
) 3 1551 51 |1367,233 | 333,589
Equipo Corona
4 2,6,4,1 51 | 199,09 | 181,092
. 5 1,551 51 1,61 0,78
Equipo Master
6 2,6,4,1 51 | 2,06 1,12
1596-2396 nm
. . 5 1551 51 | 197,06 | 177,58
Equipo Phazir
6 2,6,4,1 51 | 150,23 | 132,73
. 7 1,551 51 | 2,06 0,85
Equipo Master
8 2,6,4,1 51 | 2,20 1,04
1596-2090 nm
) . 7 1551 51 | 45,20 34,32
Equipo Phazir
8 2,6,4,1 51 | 45,82 36,77

Tto Mat.: Tratamiento Matematico; N: nimero de muestras; GH: Distancia de Mahalanobis Global; NH:
Distancia vecinal
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Tabla 4.12 Prediccion del colectivo muestral del Set 4 recogido por el equipo Master
equipo Satélite 1 y equipo Satélite 2

RANGO SET 4 ECUACION| Tto. Mat. | N GH NH
. 1 1,551 20 3,20 1,92
Equipo Master
2 2,64,1 20 3,11 2,14
Equipo Corona en
400-1098, q Fp))osicién 1 1551 20 | 130,65 116,11
1100-1710 nm “Up-view” 2 2641 [20]| 6862 | 60,17
Equipo Corona en 1 1,551 |20 | 130,09 | 115,40
posicion
“down-view” 2 2641 |20 | 68,85 61,06
. 3 1551 20 1,62 0,84
Equipo Master
4 2,64,1 20 2,18 1,42
Equipo Corona en 3 1551 |20 39343 | 35889
- osicion
1100-1710 nm Svien” 4 2641 | 20| 20798 | 189,77
Equipo Corona en 3 1,551 |20 | 350,06 | 317,21
posicién
“down-view” 4 2641 |20 211,92 | 192,16
. 5 1551 20 2,09 1,05
Equipo Master
6 2,64,1 20 1,68 0,86
1596-2396 nm
. . 5 1551 20 | 231,82 210,34
Equipo Phazir
6 2,64,1 20 | 160,33 140,14
) 7 1551 |20 2,35 1,00
Equipo Master
8 2,641 20 2,03 0,95
1596-2090 nm
. . 7 1551 20 68,35 55,88
Equipo Phazir
8 2,641 20 59,40 48,93

Tto Mat.: Tratamiento Matematico; N: nimero de muestras; GH: Distancia de Mahalanobis Global; NH:
Distancia vecinal

4.3 CLONACION | ESTANDARIZACION DE INSTRUMENTOS Y
TRANSFERENCIA DE CALIBRACIONES

La posibilidad de Ilevar a cabo procedimientos de estandarizacion y/o clonacion
de instrumentos NIRS que permitan realizar la transferencia de las ecuaciones de
calibracion NIRS desarrolladas a nivel de laboratorio, nos permite mostrar
definitivamente el potencial real de aplicacion de la tecnologia NIRS a nivel de las
explotaciones ganaderas y de la industria en general.

En este apartado se abordara el estudio de los procesos de estandarizacion entre

los equipos utilizados y posterior transferencia de ecuaciones entre instrumentos NIRS.

4.3.1 SELECCION DE LOS COLECTIVOS DE ESTANDARIZACION

Para llevar a cabo la transferencia de la biblioteca espectral y por consiguiente,

de los modelos quimiométricos desarrollados, es necesario tomar como punto de partida
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el conjunto de muestras de estandarizacion, a partir de las cuales se desarrollan las
diferentes matrices de estandarizacion planteadas. Siguiendo la metodologia descrita en
el apartado 3.5., se han evaluado diferentes estrategias para el desarrollo de las

correspondientes matrices de estandarizacion.

En una primera etapa se seleccionaron las muestras a intervenir en el desarrollo
de las matrices de estandarizacidn, en base a los valores crecientes del pardmetro
RMS(C) (ver apartado 3.5). Los resultados obtenidos para el citado estadistico se
presentan en las Tablas 4.13 - 4.16, clasificadas en funcion de los distintos rangos
espectrales estudiados. Dichas tablas muestran los valores medios de RMS(C) entre los
espectros de 2 submuestras de los diferentes colectivos de estandarizacion empleados,
obtenida una de ellas en el equipo Master y la segunda en cada uno de los respectivos

equipos Satélite, para los diferentes colectivos de estandarizacion planteados.

En todos los casos se observan valores de RMS(C) similares independientemente
del modo de homogeneizacion, por lo que es posible unificar los Sets 2 y 3 e incluir
muestras de ambas poblaciones para desarrollar las matrices de estandarizacién. Por otra
parte, tampoco se aprecian diferencias cuando la toma de espectros en el equipo Corona
se realiza con el equipo en posicion normal (“Uup-view”) o en posicion invertida (“down-
view”), demostrando la similitud de la informacion espectral independientemente del
modo de recogida de la informacién espectral. En base a los resultados obtenidos para el
estadistico RMS(C), los colectivos muestrales del Set 2 y del Set 3, se combinan en los
colectivos de estandarizacion B1 y B2 que son utilizados en el proceso de

estandarizacién B.

Tabla 4.13. Evaluacion de los métodos de homogeinizacion y posicion del
equipo mediante el estadistico RMS(C) para el Rango 400-1098,1100-1710 nm

A Metodode —|o-cnvienTo| RMS(C)
omogeinizacion
Master vs. Corona A 1 127776
(Rango 400-1098,1100-1710 nm) 2 45134
Master vs. Corona “up-view” B 1 144401
(Rango 400-1098,1100-1710 nm) 2 45134
Master vs. Corona “down-view” B 1 163217
(Rango 400-1098,1100-1710 nm) 2 38773
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Tabla 4.14. Evaluacién de los métodos de homogeinizacion y posicién del
equipo mediante el estadistico RMS(C) para el Rango 1100-1710 nm

Método de
homogeinizacion

SEGMENTO| RMS(C)

Master vs. Corona

(Rango 1100-1710 nm) A 1 48814
Master vs. Corona “up-view”
(Rango 1100-1710 nm) B 1 44764
[13 v C1)
Master vs. Corona “down-view B 1 28763

(Rango 1100-1710 nm)

Tabla 4.15. Evaluacion de los métodos de homogeinizacion y posicion del
equipo mediante el estadistico RMS(C) para el Rango 1596-2396 nm

Método de

o 05 |SEGMENTO| RMS(C)
omogeinizacion

Master vs. Phazir

(Rango 1596-2396 nm) A 1 69759

Master vs. Phazir

(Rango 1596-2396 nm) B 1 71153

Tabla 4.16. Evaluacion de los métodos de homogeinizacién y posicion del
equipo mediante el estadistico RMS(C) para el Rango 1596-2090 nm

Método de
homogeinizacién

SEGMENTO| RMS(C)

Master vs. Phazir

(Rango 1596-2090 nm) A 1 76715

Master vs. Phazir

(Rango 1596-2090 nm) B 1 78506

4.3.2 ESTANDARIZACION / CLONACION

Se ha llevado a cabo una estandarizacion directa mediante el algoritmo
incorporado en el software WinlISI ver. 1.05 y desarrollado por Shenk y Westerhaus
(1989). Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.5., se construyeron 8
algoritmos de estandarizacion, constituidos por 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 y 60 muestras, a
partir de diferentes colectivos de estandarizacion, los cuales se presentan en la Tabla
4.17.
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Tabla 4.17. Procesos de estandarizacion y algoritmos desarrollados.

Estandarizacion Colectivo de Estandarizacion Ficheros de Colectivo de
Estandarizacién Validacion
Set 3 (N=1) STD 1 Set 2y Set 4
Set 3 (N=2) STD o Set 2y Set 4
A Set 3 (N=3) STD 4 Set 2y Set 4
Set 3 (N=4) STD 4 Set2ySet4d
Set 3 (N=5) STD & Set 2y Set 4
Set 3 (N=10) STD 104 Set 2y Set 4
B Set 3 + 10 muestras del Set 2 (N=20) STD 504 Set4
Set 3 + 50 muestras del Set 2 (N=60) STD gost Set4

La eleccion de las muestras integrantes de cada uno de los archivos utilizados
para desarrollar las correspondientes matrices de estandarizacion, se realizd en base al
menor valor de RMS(C).

4.3.3 PREDICCION DE LOS COLECTIVOS DE VALIDACION TRAS LA
ESTANDARIZACION

Una vez desarrolladas la matrices de estandarizacion descritas en la Tabla 4.17,
el siguiente paso fue aplicar cada una de las matrices a su correspondiente set de
validacién, y en una primera aproximacion evaluar, en base a la GH, la mejora en la

capacidad de prediccidn satisfactoria de los modelos desarrollados.

En la Estandarizacion A, se crearon 6 matrices de estandarizacion constituidas
por 1, 2, 3, 4, 5 y 10 muestras, respectivamente, y los resultados obtenidos se recogen
en las Tablas 4.18 - 4.20. De todas las matrices aplicadas, aquella constituida por 10
muestras es la que permite obtener mejores resultados, teniendo en cuenta el porcentaje
de muestras predichas (H < 3) y el valor promedio de la distancia de Mahalanobis. Aln
asi, en este segundo planteamiento de estandarizacion se decide no incluir el rango 400-
1098, 1100-1710 nm (Rango Corona Completo) en vista del bajo porcentaje de
muestras predichas, con valores de GH < 3. Este hecho parece deberse a la presencia del

rango visible dentro del espectro electromagnético considerado.



Resultados experimentales |82

Tabla 4.18. Prediccion de los colectivos de validacion Set 2 y Set 4 recogidos en el rango
400-1098, 1100-1710 nm, tras el proceso de estandarizacion A.

ESTANDARIZACION A (Rango 400-1098, 1100-1710 nm)
e SET2(N=51)

ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH -
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 2 12 86 7,04 4,96
2st 0 0 100 1954,67 1910,19
3st 2 0 98 184,29 171,63
4st 0 12 88 298,12 286,73
5st 19 16 65 21,42 18,07
10st 39 31 30 4,75 3,23
e SET4ENPOSICION "UP-VIEW'" (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 5 15 80 7,11 4,98
2st 0 100 2797,10 2744,32
3st 0 100 183,17 168,81
4st 0 100 377,76 362,68
5st 0 95 24,43 20,54
10st 5 45 50 4,82 3,15
e SET 4 EN POSICION "DOWN-VIEW" (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 0 5 95 9,31 6,75
2st 0 0 100 4609,84 4540,65
3st 0 0 100 1520,18 1467,45
4st 0 0 100 2485,81 2442,85
5st 0 0 100 150,37 137,56
10st 0 5 95 13,78 10,52
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Tabla 4.19. Prediccion de los colectivos de validacion Set 2 y Set 4 recogidos en el rango
1100-1710 nm, tras el proceso de estandarizacion A.

ESTANDARIZACION A (Rango 1100-1710 nm)

e SET2(N=51)

ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 2 12 86 17,37 13,65
2st 0 0 100 165,16 152,88
3st 2 0 98 24,47 19,60
4st 0 12 88 27,20 22,52
5st 19 6 75 38,61 33,80
10st 25 22 53 30,44 26,25
e SET 4 EN POSICION "UP-VIEW" (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH .
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 0 20 80 15,30 11,59
2st 0 10 90 32,25 26,22
3st 25 5 70 12,69 9,41
4st 35 20 45 8,56 6,14
5st 30 30 40 7,27 5,12
10st 55 10 35 8,29 6,20
e SET4ENPOSICION "DOWN-VIEW" (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 0 5 95 23,11 17,86
2st 0 0 100 75,48 62,21
3st 0 5 95 17,63 13,59
4st 0 5 95 19,84 15,42
5st 0 0 100 26,19 21,00
10st 0 0 100 28,48 22,44
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Tabla 4.20. Prediccion de los colectivos de validacion del Set 2 y del Set 4 recogidos en el
rango 1596-2396 nm, tras el proceso de estandarizacion A.

ESTANDARIZACION A (Rango 1596-2396 nm)

e SET2(N=51)

ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 0 0 100 32,41 23,25
2st 0 0 100 46775,68 | 46353,65
3st 8 6 86 24,35 19,19
4st 2 4 94 40,24 32,89
5st 14 4 82 26,24 20,66
10st 22 2 76 28,47 22,38

e SET 4 (N=20)

ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH -
(%) (%) (%) promedio | promedio
1st 15 5 80 7,69 4,86
2st 0 100 36363,31 | 35938,50
3st 5 90 20,05 15,06
4st 10 5 85 26,67 20,25
5st 15 0 85 30,72 23,10
10st 10 5 85 30,72 23,10

Atendiendo a los resultados podemos afirmar que 10 muestras no son suficientes
para llevar a cabo una matriz de estandarizacion entre equipos instrumentalmente tan
diferentes como el Master y los dos Satélites, por ello se incrementé el numero de
muestras y se desarrollaron nuevas matrices con 20 y 60 muestras respectivamente. Para
ello, unificando los Sets 2 y 3, se construyen dos nuevas matrices de estandarizacién
(205 y 604) que son aplicadas exclusivamente sobre el Set 4, colectivo de validacion

externa B.

Los resultados de prediccion obtenidos al aplicar las matrices desarrolladas
sobre el colectivo de validacion (Set 4), analizadas en base a la distribucion de la
poblacién o porcentaje de muestras predichas satisfactoriamente se recogen en las
Tablas 4.21.,4.22. y 4.23.
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Tabla 4.21. Prediccion del colectivo de validacién del Set 4 en el rango 1100-1710 nm,
tras el proceso de estandarizacion B.

ESTANDARIZACION B (Rango 1100-1710 nm)
e SET 4 ENPOSICION "UP-VIEW' (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH NH
(%) (%) (%) promedio | promedio
20st 85 0 15 1,96 1,17
60st 35 15 50 6,73 4,29
e SET4ENPOSICION "DOWN-VIEW" (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH NH
(%) (%) (%) promedio | promedio
20st 65 15 20 2,93 1,45
60st 15 5 80 9,46 6,25

Tabla 4.22. Prediccion del colectivo de validacion del Set 4 en el rango 1596-2396 nm,
tras el proceso de estandarizacion B.

ESTANDARIZACION B (Rango 1596-2396 nm)
Set 4 (N=20)
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH NH
(%) (%) (%) promedio | promedio
20st 45 15 40 4,77 2,99
60st 45 20 35 4,43 2,42

Tabla 4.23. Prediccidn del colectivo de validacion del Set 4 en el rango 1596-2090 nm,
tras el proceso de estandarizacion B.

ESTANDARIZACION B (Rango 1596-2090 nm)
Set 4 (N=20)
Set 4 en posicién "up-view"
ST Muestras GH<3 | Muestras 3<GH<4 | Muestras GH>4 GH _ NH _
(%) (%) (%) promedio | promedio
20st 25 15 60 6,99 3,90
60st 100 0 0 1,46 0,55

En los resultados obtenidos puede apreciarse un comportamiento distinto en los
dos equipos Satélite estandarizados:

1. Corona 45 VisNIR 1.7.: presenta resultados satisfactorios cuando el colectivo de
validacion es estandarizado con un algoritmo de estandarizacion constituido por 20
muestras. Observandose un aumento significativo del porcentaje de muestras
predichas, con distancia H de Mahalanobis por debajo del limite maximo
establecido. Los resultados son favorables, cuando los espectros son tomados en la
posicion normal de laboratorio o “up-view”, asi como cuando son recogidos en la

misma situacion que a nivel industrial o “down-view”, lo que confirma su potencial
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aplicabilidad a nivel industrial, asi como la posibilidad de predecir parametros

nutritivos de ensilados de maiz in-situ, a nivel de las explotaciones ganaderas .

2. Phazir 1624 Handheld NIR: los resultados difieren cuando se estudia el rango
espectral completo de este equipo Satélite: 1596-2396 nm, frente al rango trimado:
1596-2090 nm. En ambos casos, se corrobora la necesidad de un colectivo muestral
de estandarizacion mayor que en el caso del equipo Corona, presentando resultados
Optimos cuando se aplica un algoritmo de estandarizacion constituido por 60
muestras. Sin embargo, cuando éste es aplicado sobre el rango completo del equipo
la distancia H de Mahalanobis estd en torno a 4, por encima del limite de 3,
establecido como valor maximo. El mejor resultado para este equipo se obtiene en el
rango trimado, donde con un colectivo de estandarizacion constituido por 60
muestras se alcanza un porcentaje del 100 % de muestras predichas (GH < 3). Este
hecho puede estar relacionado con el ruido observado en los extremos del rango de
recogida de longitud de onda espectral de este equipamiento.

En la Tabla 4.24., se muestran comparadamente los resultados obtenidos antes y

después de la estandarizacion de ambos equipos.

Tabla 4.24. Prediccion del colectivo de validacion del Set 4 antes y después de la
estandarizacion B.

RANGO VALIDACION ECUACION | Tto. Mat. GH NH
Equipo Corona en
posicién “up-view” 3 1,551 393,43 | 358,89
Previa STD
Equipo Corona en
posicion “up-view” 3 1,55,1 1,96 1,17

Tras STD (20s7)
1100-1710 nm Equipo Corona en
posicion “down- 3 1,551 350,06 | 317,21
view” Previa STD
Equipo Corona en
posicion “down-

view” Tras STD 3 1,551 293 145
(20s7)
Equipo Phazir
Previa STD 5 1,551 231,82 | 210,34
1596-2396 nm
Equipo Phazir
Tras STD (60sy) 5 1551 4,43 2,42
Equipo Phazir
Previa STD 7 1,551 68,35 55,88
1596-2090 nm _ _
Equipo Phazir 7 1,5,5.1 146 | 055

Tras STD (60s7)
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A continuacién, se detalla en las Tablas 4.25 y 4.26 los resultados de validacion
externa obtenidos para las muestras incluidas en el Set 4. En lo referente al equipo
satélite Corona, los resultados son no satisfactorios para MS y CZF, mientras que para
el Phazir, la MS posee una buena correlacion, sin embargo las fibras y la proteina no

mostraron correlaciones aceptables para su uso en rutina.

Tabla 4.25. Estadisticos de validacion externa obtenidos al predecir el Set 4 (N=20)
con el modelo de calibracién 1,5,5,1. Equipo: Corona VisNIR (Rango 1100-1710 nm)

Corona en posicion "up-view"

Parametro SEP (C) RSQ
MS real 4,932 0,109
CZF 0,251 0,007
PBF 0,248 0,529
FNDF 0,890 0,702
FADLCF 0,830 0,610
ALMF 4,081 0,462
FBF 0,569 0,777

Corona en posicion "down view"

Parédmetro SEP (C) RSQ
MS real 4,930 0,098
CZF 0,265 0,139
PBF 0,275 0,450
FNDF 0,867 0,742
FADLCF 0,846 0,503
ALMF 3,965 0,338
FBF 0,554 0,800

SEP(C): Error estandar de prediccion corregido por el sesgo; RSQ:
Medida de bondad de ajuste del modelo de regresion utilizado.

Tabla 4.26. Estadisticos de validacion externa obtenidos al predecir el Set 4 (N=20) con el
modelo de calibracion 1,5,5,1. Equipo: Phazir 1624 Handheld (Rango 1596-2090 nm)

Parametro SEP (C) RSQ
MS real 2,890 0,774
CZF 0,224 0,169
PBF 0,333 0,104
FNDF 1,787 0,133
FADLCF 0,645 0,530
ALMF 2,410 0,673
FBF 0,495 0,475

SEP(C): Error estandar de prediccion corregido por el sesgo; RSQ:
Medida de bondad de ajuste del modelo de regresion utilizado.
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En las Figuras 4.1 y 4.2., se presenta de manera grafica el efecto de la

estandarizacion sobre la informacion espectral recogida con los equipos satélite.

T 14
)
5’ 1,2
1
0.8 Master 6500
0.6 eeecee Corona "up-view"
Corona "up-
0,4 view"Estandarizado
eeeeee Corona "down-view"
0,2
Corona "down-view"
0 T T T T T T \ Estandarizado
1050 1150 1250 1350 1450 1550 1650 1750 A

Figura 4.1. Representacién grafica de los espectros tomados por el equipo Master y el equipo
Corona antes y después de estandarizar (Rango 1100-1710 nm).
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1050 1150 1250 1350 1450 1550 1650 1750 A

Figura 4.2. Representacion grafica de los espectros tomados por el equipo Master y por el
equipo Corona tras ser estandarizado (Rango 1100-1710 nm).
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Figura 4.3. Representacion grafica de los espectros tomados por el equipo Master y por el
equipo Phazir antes y después de ser estandarizado (Rango 1596-2396 nm).
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Figura 4.4. Representacion grafica de los espectros tomados por el equipo Master y por el

equipo Phazir antes y después de ser estandarizado (Rango 1596-2090 nm)

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que es posible transferir
ecuaciones NIRS para predecir parametros nutritivos de ensilados de maiz en fresco, de
un instrumento Master (at-line) (Foss-NIRSystems 6500) a los dos instrumentos Satélite
(on-site) considerados (Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624 Handheld NIR). El
proceso llevado a cabo posibilita la aplicacion in-situ de ambos instrumentos, con las
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numerosas ventajas que ello supone, tanto desde el punto de vista econGmico como en
cuanto a la rapida obtencion de resultados que favorece la adecuada estimacion de las

raciones, para su directa aplicabilidad.
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5 ESTUDIO ECONOMICO

En este punto se estudiara el presupuesto necesario para llevar a cabo la
implantacion de la tecnologia NIR a nivel de la industria en general, o de una

explotacion ganadera en particular.

El presente estudio econémico se ha elaborado en base a los precios publicos del
Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) para el
ejercicio 2012, aprobados en Consejo de Gobierno y publicados en el Boletin Oficial
del Principado de Asturias (BOPA num. 29 de 6-ii-2012).

A continuacion, se presentan los equipos y accesorios utilizados en el presente

estudio, el coste por unidad y el precio total, expresado en euros (€).

5.1 EQUIPAMIENTO CIENTIFICO TECNICO NECESARIO
5.1.1 CoRONA45VISNIR 1.7

Este equipamiento permite la monitorizacion de los procesos de control de
calidad y trazabilidad de ingredientes y mezcla final, gracias a su tecnologia por red de
diodos, con alta precision dptica, para trabajar en el rango espectral de 400-1710 nm. La
supresion de movilidad en sus componentes mecanicos, hace que sea factible la
instalacion de este equipamiento en condiciones tan adversas como puede ser en un

carro mezclador a nivel de explotacion.

Se necesita la adquisicion de un equipo Diode Array portéatil, para su instalacion
en carro mezclador para el control “on-line” de ensilados de maiz, como sensor

compacto de uso universal.

- Corona45 Vis-NIR 1.7 ..o, 12.000 €
- Accesorios Corona 45 vis-NIR.................. 12.000 €
- Software Corona45NIR ..., 11.130 €
TOTAL 185 QR0 c.cceeeeiieeeeee e, 35.130 €

TOTAL ler afio + 21% IVA oo, 42.507 €
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5.1.2 PHAZIR 1624 HANDHELD NIR

Se trata de un equipamiento NIRS portatil, de nueva generacion y ligero, que
permite la recogida de informacion espectral de ingredientes y forrajes “on-line” y “on-
site” para el posterior desarrollo de modelos quimiométricos que permitan cualificar y
cuantificar atributos relevantes que impulsen la innovacién y calidad en las

producciones primarias.

- EQUIPO NIR PHAZIR ..ottt 31.320 €
- Accesorios Phazir (lamparas, capuchon de aislamiento.............ccccceeveenee 2.000 €
TOTAL 185 A0 ..c.vvieiiiieiiieieee e 33.320 €

TOTAL ler afio + 21% IVA ..o 40.317 €

5.2 DESARROLLO DEL MODELO DE CALIBRACION

El desarrollo de un modelo de calibracion especifico para muestras de interés
supone un coste de unos 5000 euros (sin IVA). Teniendo en cuenta que, para el
desarrollo del presente estudio dicho modelo para la prediccion de parametros nutritivos
existia con anterioridad, este coste no se tiene en cuenta en el presente trabajo. Esta
misma situacion se implantaria en el caso de que una explotacion decidiria instaurar

dicha tecnologia para el andlisis de ensilados.

5.3 ANALISIS NIRS vs ANALISIS QUiMICO

En el trabajo desarrollado se han empleado un total de 322 muestras de ensilado
de maiz, divididas en cuatro colectivos muestrales. EI Set 1 constituido por 241
muestras destinadas a la calibracion del modelo de prediccion; los Sets 2 y 3,
constituidos por un total de 61 muestras, de las cuales 60 muestras han sido empleadas
para la estandarizacion de los equipos on-site estudiados, 20 muestras para la
estandarizacion del equipo Corona 45 VisNIR 1.7. y 60 muestras para la estandarizacion
del instrumento Phazir 1624 Handheld NIR; y finalmente, el Set 4 incluye 20 muestras
para la validacion externa. Cada una de las muestras utilizadas fueron analizadas

posteriormente por via himeda.

Las 241 muestras empleadas en la calibracion no se incluyen en el estudio
econdémico, como ya se ha comentado en el apartado 5.2., puesto que éstas han sido

utilizadas para el desarrollo del modelo de prediccion de parametros nutritivos de
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ensilados de maiz, previamente existente. Lo que se pretende es evaluar en este

apartado, es el coste del analisis NIR una vez desarrollado el modelo, en comparacion

con el coste que supone el andlisis quimico. Por tanto, en este sentido, 80 son las

muestras analizadas mediante NIRS y mediante via himeda.

Las tarifas consideradas incluyen: amortizacion de equipos, gasto corriente,

gastos de personal y fungible.

COSTE POR COSTE
B o
ANALISIS MUI\|IES[')|'ERAS MUESTRA COSTE(E;OTAL TOTAL (€)
(€/u) (con IVA)
Recogida de 81 13.28 1075,68 1301,57
espectros NIR ' ' '
Andlisis Via
Hameda 81 12,27 5853,87 7083,18
6929,55 8384,75

El coste total de este proyecto asciende a ocho mil trescientos ochenta y cuatro

euros y setenta y cinco céntimos.
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CONCLUSIONES

La capacidad predictiva que presentan las calibraciones desarrolladas para la
determinacion del valor nutritivo de ensilado de maiz en su forma intacta es similar
para todos los tratamientos matematicos ensayados, tanto de primera como de

segunda derivada.

La precision y exactitud de la calibraciones NIRS desarrolladas puede considerarse
excelente en términos de RSQ, 1-VR y RER para todos los pardmetros, con la
excepcion de las cenizas, que deben considerarse limitadas aunque de utilidad

practica.

La reduccion del rango espectral limita el éxito de las calibraciones, se observa una
disminucion de los estadisticos de calibracion, RSQ, 1-VR y RER, y este efecto

afecta en mayor medida a las cenizas y a la fibras.

No es posible transferir de manera directa la biblioteca espectral del equipo Master
(Foss-NIRSystems 6500) a los equipos Satélite (Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir
1624 Handheld NIR), para evaluar parametros nutritivos de ensilados de maiz
debido a las diferencias instrumentales (Optica, configuracion, etc.) existentes entre

los equipos.

El algoritmo de estandarizacion descrito por Shenk y Westerhaus ha hecho posible
realizar la transferencia entre instrumentaciones NIRS con grandes diferencias

Opticas, electronicas y de presentacion de la muestra.

La estandarizacion de los equipos Satélite (Corona 45 VisNIR 1.7 y Phazir 1624
Handheld NIR) con el equipo Master (Foss NIRSystem 6500) exige desarrollar
protocolos de estandarizacion especificos para cada equipamiento, tanto en lo
referente al nimero de muestras necesarias para una transferencia satisfactoria,

como a las caracteristicas de las mismas.

En la transferencia al equipo Corona 45 VisNIR 1.7. la matriz de estandarizacion
construida con 20 muestras (204), y en el rango1.100-1.710 nm permite llevar a

cabo la prediccidn del 85 % de las muestras.
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8. En la transferencia al equipo Phazir 1624 Handheld NIR la matriz de
estandarizacion construida con 60 muestras (60s), ¥ en el rango 1596 — 2090 nm

permite llevar a cabo la prediccion del 100 % de las muestras.

9. La metodologia desarrollada ha sido validada externamente y ha mostrado su
potencial aplicabilidad para obtener resultados analiticos en tiempo real y a pie de
campo. Concluyendo la viabilidad del método estudiado para la prediccion in-situ de

parametros nutritivos de ensilados de maiz de forma intacta.
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7 SIMBOLOS

A: Absorbancia

AGV’s: Acidos Grasos Volatiles

ALM: Almiddn

BAL: Bacterias Acido Lécticas

CPs: Componentes Principales

CZ: cenizas

CZF: cenizas frescas

DA: Diodo-arrays

DEMO: Digestibilidad de la Materia Organica

DS: Direct Standardisation o Estandarizacion Directa
DT: Detrending

EE: Extracto Etéreo o Grasa Bruta

ETC: Error tipico o estandar de calibracion

ETP(C): Error Tipico de Calibracion corregido por el sesgo
ETVC: Error tipico o estandar de la validacion cruzada
FAD: Fibra Acido Detergente

FB: fibra bruta

FBF: Fibra Bruta Fresca

FIR: Far Infrared Spectroscopy

FND: Fibra Neutro Detergente

GH: Distancia de Mahalanobis Global

InAs: Arseniuro de Indio

InGaAs: Arseniuro de indio y galio.

InSb: Antimoniuro de Indio
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IR: Infrarrojo

LEDs: Light Emiting Diodes o Diodos Emisores de Luz

LV: Latent Variables

MCS: Multiplicative Signal Correction

MEMS: Sistemas micro electromecéanicos

MIR: Middle Infrared Spectroscopy

MLR: Multiple Linear Regression o Regresion Lineal Multiple
MPLS: Modificacion de la regresion por minimos cuadrados parciales
MS: Materia Seca

NH: Distancia Vecinal

NH3: Nitrdgeno Amoniacal

NIR: Near Infrared Spectroscopy

NIRS: Espectroscopia de Reflectancia en el Infrarrojo Cercano
OSC: Ortogonal Signal Correction

PB: Proteina Bruta

PBF: Proteina bruta fresca

PbS: Sulfuro de Plomo

PCA: Analisis de components principales

PCR: Principal Component Regresion o Regresion por componentes principales
PDS: Estandarizacion Directa Paso a Paso

PLS: Partial Least Squares o Minimos Cuadrados Parciales

R: Reflectancia

R?: Coeficiente de determinacion de la calibracion

r?: Coeficiente de determinacion de la validacién cruzada
RSQ: Medida de bondad de ajuste del modelo de regresion

SEC: Error Estandar de Calibracién
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SECV: Error de residuales de la validacion cruzada o Error estandar de la validacion

cruzada

SEL: Error Estandar de laboratorio

SEP: Error Estandar de Prediccion

SNV: Standard Normal Variate

SNVD: Standard Normal Variate and Detrend

TOP: Transferencia por Proyeccion Ortogonal
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