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Aplicacion de la espectroscopia del infrarrojo cercano —NIRS —
para determinar el valor nutritivo de variedades de alfalfa
(Medicago sativa L) y trébol rojo (Trifolium pratense L)

Application of near infrared spectroscopy — NIRS — to determine the nutritional value
of varieties of alfalfa (Medicago sativa L) and red clover (Trifolium pretense L)

Carlos Estupiiian M.!, Fernando Carcelén C.!, Victor Hidalgo L.?, David Rojas E.3,
Oscar Vera C.%, Sofia Lopez G.!, Sandra Bezada Q.'*

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la aplicabilidad de la espectroscopia
del infrarrojo cercano (NIRS) para la valoracion nutritiva de dos especies forrajeras de
importancia en el pais: alfalfa (Medicago sativa L) y trébol rojo (Trifolium pratense L). Se
utilizaron 75 muestras de variedades de alfalfa (SW 8210, WL 625HQ) y 75 de variedades
de trébol rojo (Quinequeli, Kendland) obtenidas de los campos de la Estacion Experimen-
tal IVITA El Mantaro, region Junin, Pert. Se realiz6 el analisis proximal determinando el
contenido de proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), fibra cruda (FC), cenizas totales
(CZ) y fibra detergente neutra (FDN) y se hizo la captura del espectro mediante un equipo
NIRS. Se elaboraron los modelos de calibracion y validacion para estimar la capacidad
predictiva mediante Cuadrados Minimos Parciales (PLS), siendo los estadisticos de exac-
titud y precision usados el Coeficiente de Correlacion (R), Coeficiente de Determinacion
(R?), Raiz Cuadrada Media del Error de Calibracion (RMSEC), Raiz Cuadrada Media del
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Error de Prediccion (RMSEP), Proporcion del Rango con el Error (RER) y Desviacion
Residual Predictiva (RPD). Los modelos matematicos obtenidos muestran que la técnica
NIRS posee una capacidad de prediccion buena de los componentes nutricionales de PC,
CZyFDN (R%0.97,0.99,0.94; RPD: 2.00,2.17 y 2.00, respectivamente) para variedades de
alfalfa y trébol rojo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the applicability of near infrared spectroscopy
(NIRS) for the nutritional assessment of two important forage species in the country:
dfdfa(Medicago sativa L) and red clover (Trifolium pratense L). For this, 75 samples of
alfalfa varieties (SW 8210, WL 625HQ) and 75 of red clover varieties (Quinequeli, Kendland)
obtained from the paddocks of the IVITA El Mantaro Experimental Station, Junin region,
Peru were used. Proximal analysis was performed determining the content of crude protein
(CP), ether extract (EE), crude fibre (CF), total ash (TA) and neutral detergent fibre (NDF),
and the spectrum was captured using NIRS equipment. The calibration and validation
models were developed to estimate the predictive capacity using Partial Least Squares
(PLS), and the accuracy and precision statistics used were the Correlation Coefficient
(R), Determination Coefficient (R?), Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC),
Root Mean Square of Prediction Error (RMSEP), Ratio of Range to Error (RER) and
Residual Predictive Deviation (RPD). The mathematical models obtained showed that the
NIRS technique has a good predictive capacity for the nutritional components of CP, TA
and NDF (R% 0.97,0.99,0.94; RPD: 2.00, 2.17 and 2.00, respectively) for varieties of alfalfa
and red clover.
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INTRODUCCION

La eficiencia de los sistemas de explo-
tacion pecuaria al pastoreo debe basarse en
el monitoreo de la calidad nutricional y el es-
tado fenoldgico de los pisos forrajeros
(Houston y Pinchak, 1991). De manera con-
vencional, los ingredientes, insumos y pisos
forrajeros, tanto en fresco como los
henificados y ensilados son caracterizados
nutricionalmente con base al analisis quimi-
co. Entre estos, el analisis proximal determi-
na la materia seca (MS), proteina cruda (PC),
extracto etéreo (EE), cenizas totales (CZ) y

fibra cruda (FC), siguiendo los protocolos de
la Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1990). El anélisis proximal
y la determinacion de fibra detergente neutra
(FDN) por el método Van Soest, se utilizan
cominmente para caracterizar el valor
nutricional con razonable precision; sin em-
bargo, son demandantes de tiempo, de alto
costo y los desechos generados son contami-
nantes del medioambiente.

De este modo, la Espectroscopia de
Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (Near
Infrared Reflectance Spectroscopy, NIRS)
mide directamente la composicion quimica de
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Cuadro 1. Distribucion de variedades de Medicago sativa (AL) y Trifolium pratense
(TR) por semana de corte utilizadas para calibracion y validacion del NIRS

Set Especie  Variedad Semana de corte (muestras) Total
3 6 9 12 15 (0
Calibracion ALF SW 8210 8 7 4 3 5 50
WL 625HQ 5 4 5 5 4
TR Quidiequeli 6 6 5 6 5 50
Kendland 6 4 4 4 4
Total 100
Validacion ALF SW 8210 2 3 2 5 2 25
WL 625HQ 2 2 2 3 2
TR Quifiequeli 2 2 3 2 3 25
Kendland 1 3 4 3 2
Total 50

los alimentos entre el rango de los 700-2500
nm mediante el método de reflectancia. Ac-
tualmente es la técnica de eleccion a los mé-
todos convencionales con un amplio poten-
cial para obtener valores nutricionales con
base a composiciones quimicas confiables y
rapidas de diversos pisos forrajeros y esta-
dos fenologicos sin producir desecho alguno
en su utilizacion (Givens et al., 1997; Bezada
etal.,2017).

El potencial del procedimiento NIRS
esta respaldado por una sistematica valora-
cion convencional de muestras y su respecti-
vo contraste con los espectros de absorcion
obtenidos, desarrollados, calibrados y valida-
dos, los cuales son generados experimental-
mente por muestreo para forrajes e insumos
de diferentes especies, variedades, tipos,
ecotipos, procedencias y estados fenologicos
(Marten et al., 1999, Chen et al., 2007,
Andueza et al., 2011), por lo que el NIRS
puede aplicarse en reemplazo de los méto-
dos tradicionales y convencionales (Liu et al.,
2011; Godin et al., 2015).
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Las asociaciones de variedades de al-
falfa (Medicago sativa) y de trébol rojo
(Trifolium pratense), cultivo forrajero peren-
ne, son especies que por su rendimiento, adap-
tabilidad, calidad nutricional y alta pala-
tabilidad se constituyen como los recursos
forrajeros mas importantes en la alimenta-
cion de animales al pastoreo en ciertas regio-
nes ganaderas (Alban, 1992; Basigalup y
Rossanigo, 2006; Valenciaga y Saliba, 2006;
Bojérquez et al., 2015). Por lo tanto, el pro-
posito del presente trabajo fue evaluar la
aplicabilidad del NIRS para la valoracion nu-
tritiva de variedades de alfalfa [ALF] y de
trébol rojo [TR].

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron las evaluaciones quimicas
y espectrales de 75 muestras representati-
vas de ALF y 75 muestras de TR de diferen-
tes semanas de corte y de cuatro variedades
originarias de Norteamérica y cultivadas en
la Estacion Experimental del Instituto Veteri-
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nario de Investigaciones Tropicales y de Al-
tura (IVITA), ubicado en El Mantaro, depar-
tamento de Junin, Perti (Cuadro 1). Los ana-
lisis quimicos proximales y espectrales se rea-
lizaron en el Laboratorio de Bioquimica, Nu-
tricion y Alimentacion Animal (LBNAA) de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, en Lima. Las muestras se colectaron de
los campos de cultivo del IVITA en tempora-
da de lluvia (de noviembre a marzo), se de-
secaron en estufa a 55 °C hasta obtener peso
constante y se transportaron hasta el LBNAA
para su analisis.

En el LBNAA, las muestras fueron pa-
sadas por molino Thomas Wiley en malla de
1 mm. Se realizé el analisis de Weende, se-
gun el protocolo de la AOAC (AOAC, 1990)
para determinacion de proteina cruda (PC,
988.05), extracto etéreo (EE, 920.39), ceni-
zas totales (CZ, 942.05), fibra cruda (FC,
962.09) y el protocolo de Van Soest (Van
Soest et al., 1991) para determinacion de fi-
bra detergente neutro (FDN). Para la obten-
cion de los espectros se utilizé6 un
espectrometro Antaris-FT NIR Analyzer
(ThermoFischer), que transforma el resulta-
do de las longitudes de onda de la muestra en
un espectro infrarrojo tipico; es decir, la ra-
diacién no es dispersada.

Los espectros fueron trabajados con el
software TQ Analys™ para la generacion de
las ecuaciones de calibracion y validacion,
mediante Cuadrados Minimos Parciales
(PLS), entre datos espectrales y resultados
del analisis convencional, utilizando rangos
entre 1100 y 2400 nm para los constituyentes
nutricionales de las especies forrajeras y va-
riedades evaluadas. Para la calibracion se
seleccionaron 50 espectros de ALF y 50 de
TR mediante muestreo aleatorio uniforme. Se
utilizaron los siguientes parametros de exac-
titud para evaluar la calibracion y estimar la
capacidad predictiva real (Cozzolino, 2002;
Magwaza et al., 2016):
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(3)RER= rango/ RMSEP

donde: n = numero espectros, Y = valor
actual, Y = valor promedio, Y, = valor
calculado, Y = valor de prediccion del atri-
buto, SD = desviacion estandar de los valo-
res referenciales, RMSEP = error estandar
de la prediccion. Las ecuaciones de calibra-
cion fueron seleccionadas sobre la base de
minimizar el error estandar de la calibracion
(SEC). El error estandar de la calibracion fue
calculado por el programa mediante la for-
mula: SEC/V: [(Quim - NIRS)? / (n-t-1)]"2,
donde Quim = valor del método de referen-
cia, NIRS = valor de prediccion NIRS, n =
nimero de muestras en la calibracion, t =
namero de términos del modelo de calibra-
cion (Conzen, 2014).

Para la validacion se usaron los restan-
tes 25 espectros por forraje seleccionado y
se realizaron las validaciones de las calibra-
ciones. Se obtuvieron los estandares estadis-
ticos de ajuste para la validacion segun
Westerhaus (1989), tomandose los valores de
error estandar de calibracion (SEC), coefi-
ciente de determinacion (R?) y error estandar
de prediccion (SEP). Seglin Vymazal (2008)
y Conzen (2014), para que la validacion
(prediccion) sea consideraba buena el mode-
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Cuadro 2. Valor minimo y méaximo, rango, promedio, desviacion estandar, varianza
y coeficiente de variacion del set de calibracion de Medicago sativa (AL)
y Trifolium pratense (TR) (n=100 muestras) y del set de validacioén (n = 50

muestras), en base seca

Calibracion
Componente PC!' PC?> EE! EE* CZ' CZ*> FC!' FC*> FDN' FDN?
Minimo 1528 1545 1.50 1.52 7.75 7.68 11.74 11.26 26.80 26.74
Maximo 28.90 28.90 2.78 2.74 12.30 12.48 21.20 20.58 39.37 39.80
Rango 13.62 1345 1.28 122 455 480 946 932 1257 13.33
Promedio 22.20 22.20 2.19 2.19 9.58 9.58 13.79 13.79 33.52 33.52
DE 408 4.03 025 025 130 1.30 2.06 198 384 3.72
Varianza 16.65 16.22 0.06 0.06 1.70 1.68 426 3.93 14.73 13.87
Ccv 0.18 0.18 0.11 0.11 0.14 0.14 0.15 0.14 0.11 0.11

Validacion
Minimo 15.32 15.01 190 1.80 7.80 7.67 11.08 10.46 27.10 26.68
Maximo 29.80 28.26 2.58 2.58 12.28 12.68 20.52 18.21 39.00 40.11
Rango 14.48 13.25 0.68 0.78 448 5.01 944 7.75 1190 13.43
Promedio 21.99 2236 2.18 221 9.37 9.53 13.82 13.86 34.04 33.70
DE 345 3.18 0.17 0.16 128 125 210 1.78 3.32 3.18
Varianza 11.93 10.13 0.03 0.03 164 156 443 3.16 11.02 10.09
CcvV 0.16 0.14 0.08 0.07 0.14 0.13 0.15 0.13 0.10 0.09

PC: proteina cruda, EE:

extracto etéreo, CZ: cenizas totales, FC: fibra cruda, FDN: fibra

detergente neutra, DE: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

Valor calculado de la referencia (LBNAA)
2Valor calculado de la prediccién (NIRS)

lo debe tener alto R y R?, bajo RMSEC y
RMSEP, RER superior a 10 y RPD >2.0.

RESULTADOS

Los resultados de las composiciones
quimicas de las dos especies forrajeras con
sus estadisticos descriptivos para la calibra-
cion y validacidn externa se presentan en el
Cuadro 2. Se observa un amplio rango de
variabilidad en los resultados obtenidos de PC,
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EE, CZ, FC y FDN debido al estado
fenologico de las especies evaluadas en cada
componente de la poblacion empleada para
la calibracion (n = 100 muestras) y por la
variacion de cada componente de la pobla-
cion para la validacion (n = 50 muestras) en
base seca para las edades evaluadas. Los
valores minimos reportados corresponden a
las edades del forraje comprendidas entre las
semanas 12 y 15 y los valores maximos co-
rresponden a las edades comprendidas entre
las semanas 6 y 9.
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Cuadro 3. Estadisticos descriptivos de calibracion y validacion de ecuaciones
obtenidas para la determinacion del anélisis quimico proximal y fibra
detergente neutra de Medicago sativa L (ALF) y de Trifolium pratense L

(TR)
Calibracion Validacién
N R, R? RMSEC N, R, R?% RMSEP

Proteina cruda 100 099 097 0.66 50 0.86 0.73 1.82
Extracto etéreo 100 099 0.98 0.04 50 049 0.24 0.17
Cenizas totales 100 099 0.99 0.13 50 0.90 0.80 0.59
Fibra cruda 100 096 0.92 0.57 50 0.82 0.67 1.19
Fibra detergente 100 097 0.94 0.92 50 0.85 0.73 1.79
neutra

N1: numero de muestras calibradas, N2: niumero de muestras validadas, Ri: Coeficiente de
correlacién para calibracion, R2: coeficiente de correlacidn para validacidn, R%1: Coeficiente de
determinacidn para calibracion, R%: Coeficiente de determinacion para validaciéon, RMSEC:
raiz cuadrada media del error de calibracién, RMSEP: Raiz cuadrada media del error de

prediccion

En el Cuadro 3 se muestran los estadis-
ticos determinados para las mejores
ecuaciones de calibracion y validacion exter-
na de las muestras de ALF (Medicago sativa
L) y TR (Trifolium pratense L) para los
componentes PC, EE, CZ, FC y FDN y los
estadisticos R, R?, RMSEC y RMSEP.

En el Cuadro 4 se presentan los resul-
tados de la desviacion residual predictiva
(RPD) >2.0 de ALF (Medicago sativa) y
de trébol rojo (Trifolium pratense), en los
constituyentes PC (2.00), CZ (2.17) y FDN
(2.00). Las ecuaciones fueron trabajadas en
la primera derivada y un Gap (distancia entre
puntos de longitudes de onda) y Smooth (eli-
minacion de ruido) no mayor de 5.

Los espectros NIRS en Logl/R de ALF
(Medicago sativa L) y TR (Trifolium
pratense L), al evaluar datos espectrales en

Cuadro 4. Estadisticos estimadores de
calidad de calibraciéon para analisis
quimico proximal de ALF (Medicago
sativa L)y de TR (Trifolium pratense L)

Estadistico
TM (a,b,c,) RER RPD
PC 1,5,5 7.95 2.00
EE 1,5,5 4.00 1.00
CczZ 1,5,5 7.59 2.17
FC 1,5,5 7.93 1.76
FDN 1,5,5 6.65 2.00

TM: Tratamiento matematico; a: Derivada;
b: Gap; c: Smooth Savitzky Golay; RER:
Proporcion de rango de datos con el error;
RPD: desviacidn residual predictiva

PC: proteina cruda, EE: extracto etéreo,
CZ: cenizas totales, FC: fibra cruda, FDN:
fibra detergente neutra
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Figural. Espectros NIRS en Logl/R y nimero de ondas de ALF (Medicago sativa L) (n=75
muestras) y TR (Trifolium pratense L) (n=75 muestras), obtenidas mediante el pro-

grama TQ Analyst™

simultaneo, demuestran una gran similitud,
dada por la pertenencia a leguminosas de
ambas especies forrajeras (Figura 1).

DiscusioN

En los resultados y valores obtenidos
para los componentes de PC, EE, CZ, FC y
FDN para ALF y TR en evaluacion simulta-
nea, se observan rangos de variabilidad muy
amplios, tanto en valores actuales (LBNAA)
como en los valores calculados (NIRS). Es-
tos datos reflejan la variacion propia en el
contenido de nutrientes segun el estado
fenoldgico y edad de corte de las dos espe-
cies forrajeras del presente estudio, lo cual
favorecio el desarrollo de las ecuaciones para
la calibracion NIRS.

En los resultados obtenidos para el com-
ponente de PC se observaron valores mini-
mos de 15.28 y 15.32% en el grupo de cali-
bracion y validacion, respectivamente, y maxi-
mos de 28.90 y 29.80% en el grupo de cali-
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bracion y validacion, respectivamente (Cua-
dro 2), siendo valores superiores a los repor-
tados por Fernandez (2002) y FEDNA (2014);
resultados que estarian influenciados por fac-
tores como la altitud, época de sembrio, va-
riedades de las especies utilizadas y condi-
ciones del suelo. Bojorquez et al. (2015) re-
portaron valores de 22.70% de PC en alfalfa
sembrada en el Valle del Mantaro, pero no
especifican la edad de corte de la muestra
evaluada. Por otro lado, Pires y Prates (1998)
obtuvieron valores de PC entre 19.44 y
28.48% para alfalfa de la variedad america-
na WL520 sembrada en Rio Grande do Sul
(Brasil) cuya altitud media es 120 msnm y de
clima subtropical himedo, en contraste con
las caracteristicas geograficas de la Estacion
IVITA El Mantaro que se ubica a 3300 msnm
y de clima seco. Por su parte, Colombini et
al. (2005) reportaron valores de PC entre
15.30y 30.50% en alfalfa cosechada en tem-
porada de lluvia en el norte de Italia, con alti-
tud media de 240 msnm; cuyos valores fue-
ron similares a los obtenidos en el presente
trabajo.
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En relacion con la FDN, Bojérquez et
al. (2015) reportaron valores promedio de
40.41% en muestras de alfalfa del Valle del
Mantaro, posiblemente en cortes entre la se-
mana 9 y 12, por tratarse de la misma zona
altoandina; Pires y Prates (1998) obtuvieron
resultados similares en Brasil en el rango de
36.90 y 57.10%, en tanto que Colombini et
al. (2005) reportaron promedios de 42.50%,
sin indicar la variedad empleada. Estos re-
portes indican que, si bien se trata de estu-
dios en regiones de caracteristicas climaticas
y altitudes diferentes, en el caso de Pera y
Brasil se observa buen contenido de PC y
FDN, lo que indica la buena adaptabilidad y
produccion de las variedades de alfalfa nor-
teamericana en suelos de América del sur.

Para los estadisticos de validacion y
calibracion para alfalfa y trébol rojo se tuvo
en cuenta lo propuesto por Andrés et al.
(2005), quienes sefialan que para valores
comprendidos en el rango 0.95 amasen Ry
0.90 en R? la calibracion es buena o eficaz;,
entre 0.84 y 0.94 para R y 0.70 y 0.89 para
R? es regular, y menores a 0.83 para R, y
entre 0.50 y 0.69 para R? es ineficaz. Con
base a esto, el resultado de calibracion para
la evaluacion simultanea de alfalfa y trébol
rojo mostro resultados para R y R? eficaces
o buenos para todos los constituyentes (Cua-
dro 3). Asimismo, en los colectivos para vali-
dacion de la evaluacion en simultaneo de al-
falfa y trébol rojo se muestran para R y R?
valores regulares para PC, CZ y FDN e in-
eficaces para EE y FC. En este sentido,
Cozzolino (2002), estudiando muestras de
insumos pecuarios y su uso en el disefio de
raciones alimenticias para animales, aplican-
do la técnica NIRS, obtuvo resultados para
la calibracion de R? de 0.98 para PC, de 0.93
para FC y de 0.92 para CZ, valores buenos
aunque ligeramente por debajo de los halla-
dos en la presente investigacion; mientras
Keim et al. (2015) obtuvieron resultados para
R? en PC de 0.99 y en FDN de 0.95 al eva-
luar pasturas incubadas en rumen. De otra
parte, los resultados del estudio fueron simi-
lares a los reportados por Pires y Prates
(1998) y Colombini et al. (2005).

Respecto a los estudios de la aplicacion
de la técnica NIRS en la valoracion nutricional
de TR, Nordheim et al. (2007) reportaron
valores para PC: 15.30%, EE: 3.0%, CZ:
8.0% y FDN in situ (incubacion ruminal):
45.0% en una mezcla de cultivos perennes
en campos de Noruega donde se incluia al
TR y especies de Dactylis, Festuca y
Bromus, los cuales son similares a los rangos
minimos reportados en el presente trabajo, y
R%2de 0.51 y RPD de 1.7 para el componente
FDN in situ. A su vez, Dunea y Motca (2007)
obtuvieron valores promedio de PC: 14.90%,
EE: 2.90%, y CZ: 7.90% para TR en Rumania
que concuerdan igualmente con los valores
del presente estudio (Cuadro 2). Sin embar-
go, Vargas et al. (2018), aplicando NIRS para
valoracion nutricional de variedades TR aso-
ciado a variedades de trébol blanco (7rifoluim
repens L) en cultivos de Colombia obtuvo va-
lores altos de PC: 27.88%, por encima de los
reportados en esta investigacion, probable-
mente por el tiempo de corte y la proporcion
utilizada en la asociacion con trébol blanco.

Los valores de RMSEC y RMSEP para
todos los componentes de la evaluacion de
alfalfa y trébol rojo fueron bajos, siendo los
mejores valores para los componentes de PC
y FDN. Asekova et al. (2016) reportaron
valores de 0.61 y 0.39 de RMSEC para PCy
EE, respectivamente, aplicando la técnica
NIRS en evaluacion de granos de soya.
Magwaza et al. (2016) reportaron valores de
0.26 (R?>= 0.98) para 104 variedades de ca-
mote, en tanto que Vasquez et al. (2004) re-
portaron valores de 0.26 (R*=0.99) en PC,
0.09 (R*= 0.93) para EE, 0.21 (R*= 0.99)
para CZy 0.69 (R?=95) para FDN en mues-
tras de 18 variedades de pasto guinea en
Colombia. En el colectivo evaluado de alfal-
fa y trébol rojo para los estadisticos
estimadores de calidad RER (proporcion del
rango con el error), los mejores valores co-
rrespondieron a PC (2.00), CZ (2.17) y FDN
(2.00) (Cuadro 4).
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CONCLUSION

Las ecuaciones de calibracion y valida-
cion NIRS permiten establecer buenas pre-
dicciones cuantitativas de los componentes
nutricionales de proteina cruda, cenizas y fi-
bra detergente neutra para variedades de al-
falfa (Medicago sativa L) y trebol rojo
(Trifolium pratense L).
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