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Resumen y Abstract IX

Resumen

En este estudio se probd el desempefio inicial de un dispositivo de espectroscopia de
imagenes, en adelante denominado camara de Analisis de Forrajes Tropicales (AFT), para
estimar propiedades quimicas de 6 especies de gramineas tropicales. Se utilizaron 332
muestras (39 de Megathyrsus maximus y 293 de cinco especies de Bracharia). Todas las
muestras fueron analizadas mediante procedimientos estandar de quimica analitica como
métodos de referencia y se utilizé la cAmara AFT para obtener 17 imagenes de reflexion en
bandas de luz que van desde el espectro visible hasta el infrarrojo cercano. EI 90% de las
muestras de cada especie fue utilizado para desarrollar modelos de regresién multivariados
entre los valores de quimica himeda y las lecturas de la camara AFT con el fin de obtener
modelos matematicos para la estimacion de los contenidos de proteina cruda, fibra detergente
neutro, fibra detergente acida, lignina, ceniza y degradacion in vitro de la materia seca. Estos
modelos se validaron con el 10% de muestras restantes. Los andlisis indicaron un grado de
asociacion intermedioalto (R? >0.35) entre los valores de quimica analitica en las muestras y
las lecturas de la cAmara AFT. Los coeficientes de correlacion de prediccion presentaron una
alta variabilidad entre especies, sin embargo, no se observo diferencia estadistica entre los
valores de las distintas fracciones quimicas estimados con la camara AFT y las metodologias
de referencia (valor p >0.05) en el 97% de las muestras. La cAmara AFT muestra un gran
potencial para la estimacion de propiedades quimicas en las especies Brachiaria y
Megathyrsus y su implementacion reduciria sustancialmente el tiempo y costo de los analisis
de composicion quimica de forrajes.

Palabras clave: espectroscopia, Composicién quimica, gramineas



Abstract

This study tested the initial performance of an image spectroscopy device hereinafter referred
to as the Tropical Forage Analysis (AFT) chamber, to estimate chemical properties of six
species of tropical grasses. Three hundred and thirty-two samples (39 of Megathyrsus
maximus and 293 of five Bracharia species) were used. All samples were analyzed by
standard chemistry procedures as reference methods and the AFT camera was used to obtain
17 images of the light reflection at wavelengths that travel the visible and near infrared
spectrum. 90% of the samples of each species was used to develop multivariate regression
models between the values of wet chemistry and the AFT chamber readings. The remaining
10% samples was further used to estimate values of crude protein, neutral detergent fiber,
acid detergent fiber, lignin, ash and in vitro degradation of dry matter. Sample chemistry
showed a high to medium association (R?> 0.35) between analytical chemistry values and
AFT chamber readings. The prediction correlation coefficients showed high variability
between species, however, no statistical difference was observed between the values of the
different chemical fractions estimated with the AFT chamber and the reference wet chemistry
methods (p value> 0.05) in 97% of the samples. The ATF chamber shows great potential for
estimating chemical properties in the Brachiaria and Megathyrsus species, and its perfection

and adoption would greatly cut both time and cost of forage sample analysis.

Keywords: spectroscopy, chemical composition, grasses
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Introduccion

Se espera que para el 2050 la poblacion humana incremente en un tercio con respecto a
la poblacién del 2009, es decir un aumento cercano a los 2300 millones de personas
(Godfray et al., 2010). Este crecimiento demogréfico generara una mayor demanda de
alimentos, la cual se espera que aumente en méas de un 40% en los proximos 15 afios
(Thornton, 2010).Sin embargo, a pesar de la necesidad de producir mas alimentos para
una poblacion creciente, actualmente se observa una reduccion vertiginosa en el nimero
de granjas dedicadas a la produccién agropecuaria (comision Europea, 2017), debido
posiblemente a la movilizacion de la poblacion rural hacia las grandes ciudades, poca
rentabilidad de los sistemas de produccion agropecuarios, cambios en el patron climatico

que dificultan la produccion, o la utilizacion de tierras agricolas para la expansion urbana.

De los anterior se puede concluir que la mejor forma para suplir la necesidad de alimentos
de la poblacién en los proximos afos, sera la intensificacion masiva de los sistemas de
produccidn agropecuarios, lo que generara la necesidad de concentrar un gran numero de
animales (miles o millones) en pequefios espacios (Pedersen, 2005), que requeriran de un
monitoreo constante y en tiempo real de variables relacionadas con su fisiologia, etologia,

estatus nutrimental y reproductivo (Banhazi and Black, 2009; Van Hertem et al., 2017).

La incorporacién de herramientas tecnologicas a la produccién animal conlleva al
desarrollo del concepto de ganaderia de precision, el cual se podria definir como la
aplicacion de los sistemas de informacion y la tecnologia electrénica para el monitoreo

en tiempo real y manejo de los animales (Wathes et al., 2008).

Un alto porcentaje de las herramientas de tecnologia de vanguardia disponibles en la
ganaderia fueron desarrolladoras para sistemas de produccion de climas templados donde
las condiciones ambientales y sistemas de alimentacion, especialmente en la produccion
de leche y carne con bovinos, presentan grandes diferencias con las condiciones que se
tienen en los paises ubicados en la region tropical, lo cual sumado al costo de las mismas

limitan su utilizacion masiva en el tropico.

La produccidn de leche y carne con bovinos en los paises tropicales depende en un alto
porcentaje de los recursos forrajeros (gramineas, leguminosas, etc.) para alimentar a los

animales (Skerman, 1977; Pfister and Malechek, 1986), por lo cual durante muchos afios
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se ha buscado mejorar su calidad nutrimental y estrategias que maximicen el consumo de

estos bajo condiciones de pastoreo(Pfister and Malechek, 1986; Casler and VVogel, 1999).

Los andlisis bromatolégicos o de composicién quimica y las distintas técnicas para
estimar la degradacion ruminal del material vegetal, son tal vez las principales
herramientas de las que se dispone actualmente para estudiar la calidad nutrimental de

forrajes y gramineas.

Es importante mencionar que en muchos casos la poca disponibilidad de laboratorios
cercanos a los centros de produccion, los elevados costos de los analisis bromatoldgicos,
el tiempo que se requiere para procesar las muestras y poca competencia técnica del
personal de granja para la interpretacion de los resultados, limitan el uso masivo de estos

analisis en los centros de produccion ganaderos.

Con el fin de hacer mas eficiente el proceso de estimacion de la composicion quimica de
forrajes y gramineas, actualmente se han desarrollado sistemas opticos para hacer analisis
quimicos de superficie que permitan estimar de forma rapida, precisa y economica
variables de interés en la nutricion de rumiantes (Tran et al., 2010). Sin embargo, los
elevados costos de estos equipos asociados a la operacion y calibracion, limitan su
utilizacion masiva en centros de produccién pecuarios. Por lo que se hace necesario el
desarrollo de herramientas de bajo costo y facil operacién que mediante el analisis de
imagenes permitan estimar de forma rapida y precisa propiedades quimicas de interés en

la nutricidn de rumiantes.

El objetivo de este trabajo fue estimar la composicion quimica de 6 especies de gramineas
tropicales con la utilizacion de un dispositivo de analisis espectroscopico denominado
camara de analisis de forrajes tropicales (AFT), el cual fue desarrollado por
investigadores de la Universidad Nacional de Colombia. Actualmente no se tienen
reportes de un sistema similar utilizado para la estimacién de propiedades quimicas en
forrajes tropicales por lo que poner esta herramienta al alcance de los productores de leche

y carne con rumiantes en el tropico es la principal contribucidn de este trabajo.
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1. Revision de Literatura

Los compuestos que tradicionalmente se utilizan para evaluar la composicion quimica de
materias primas destinadas a la nutricion de rumiantes son el contenido de proteina cruda
(PC), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), lignina, cenizas y
extracto etéreo (EE). Variables que se determinan por métodos analiticos de referencia en
de gramineas tropicales(\Van Soest et al., 1991) .

En la actualidad existen multiples técnicas para estimar el contenido de fracciones
quimicas en alimentos, que van desde metodologias de quimica hiumeda tradicionales
hasta analisis quimicos de superficie o analisis de espectroscopia, que en sus versiones
mas avanzadas usan imagenes tomadas en distintas longitudes de onda para crear modelos

que estiman la composicion quimica de mualtiples matrices (Tran et al., 2010).

Cada uno de esos métodos esta bien soportado por principios fisico-quimicos como la
vibracion de moléculas a longitudes de onda especificos la cual hace que se absorba o

refleje mas luz dependiendo de la composicion quimica.

1.1 Metodologias de quimica hiumeda

1.1.1 Proteina Cruda

= Método Kjeldahl

El método Kjeldahl para determinar el contenido de nitrégeno en diversas matrices
desarrollado por Johan Kjeldahl en 1883 se encuentra descrito por el método 954.01 de
la AOAC 2006.

La metodologia esta dividida en 3 etapas, la cual es aplicable a todas las muestras

independientemente de su naturaleza, siempre y cuando contengan nitrégeno organico.

En la primera etapa conocida como digestién, se convierte todo el nitr6geno organico en
ion amonio, para lo cual se realiza una digestion acida entre 450 y 500°C, en presencia de

sulfato de cobre Il el cual actiia como catalizador.


https://es.wikipedia.org/wiki/Johan_Kjeldahl
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La segunda etapa es la destilacion, en la cual el amoniaco se separa por arrastre vapor,
durante este procedimiento se adiciona hidroxido de sodio (NaOH) a la dilucion de
amonio, con el fin de generar amoniaco (NHz) y vapor de agua que arrastra al mismo; la
solubilizacion posterior en una solucion acida generalmente compuesta por &cido borico,
(esta solucién se puede elaborar a partir de acido sulfdrico o clorhidrico con le fin de
formar iones solvatados) permite la conversién del NHz al cation amonio (NHa) el cual se

mantiene estable por el medio acido.

La ultima etapa consiste en una titulacion con acido sulfarico al 0.1 N del amoniaco
disuelto, el cual es proporcional a la cantidad de nitrégeno presente en la muestra inicial
(figura 1) (AOAC., 2006).

Finalmente, para estimar la cantidad de proteina cruda del alimento en estudio, se
multiplica el contenido de nitrogeno por el factor 6.25, que asume que todas las proteinas

contienen el 16% de nitrogeno.

1. Digestion
Proteina (-N) + H;50,;) «—— (NH,),50, + CO, + H,0

2. Destilacion
(NH.),50, + 2NaOH «—— 2NH, + Na,S0, + 2H,0

l

Solucion absorbente
B(OH); + NH; + H,0 +——— NH,* + B(OH),-
3. Valoracidn
B(OH), + Hx x + B({OH); + H,0
Hx: acido fuerte (x: Cl, SO4, etc.)

Figura 1. Pasos del método Kjeldahl para determinar el contenido de nitrogeno
organico en diversas matrices. Modificado de ITW Reagent (2019).

=  Meétodo Dumas

Es un método alternativo para estimacion del contenido de nitrégeno total (organico e
inorgénico) el cual consiste en una pirdlisis completa de la muestra para la determinacion
del contenido de nitrogeno en los gases de combustidn, es decir consiste en analizar los

gases resultantes de quemar las muestras a altas temperaturas en una atmdésfera rica en
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oxigeno. Los gases resultantes pueden ser medidos con manémetros después de absorber
el CO2 en una solucion alcalina o por conductividad térmica en métodos automatizados
(figura 2) (Gerhardt., 2009).

El protocolo para determinacion del nitrégeno con el método dumas se encuentra descrito
por los métodos 979.09 y 920.87 de la AOAC (2006).

&
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Figura 2. Sistema Dumas para la estimacion del nitrogeno total. OlIV-MA-AS323-022
(2009).

1. Inyeccion de la muestra y oxigeno en el tubo de combustion - 2 y 3 combustion de la muestra — 4
reduccion de los 6xidos de nitrdgeno a N; - 5 trampa para compuestos azufrados y excesos de oxigeno - 6

, 7y 8 trampa para elementos no cuantificados (CO2, He) y humedad,9 separacién cromatogréfica , 10

deteccién , 11 sefial y procesamiento de datos.

1.1.2 Fibray Lignina

La estimacién de los componentes de la pared celular en gramineas se realiza siguiendo
la metodologia secuencial descrita por Van Soest et al., (1991).

En primera instancia se realiza un lavado de la muestra seca y molida a un tamafio de
criba de Imm a 100°C, con un detergente neutro a base de lauril sulfato de sodio y EDTA
disddica en presencia de un a-amilasa termoestable; con este lavado se elimina todo el
contenido celular y almidén (por accion de la a-amilasa) que puedan contener las
muestras, quedando solamente los componentes de la pared celular celulosa,
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hemicelulosa, lignina y cutinas, fracciones a las que se denomina la fibra detergente
neutra (FDN) (Van Soest et al., 1991; VAN SOEST, 1994).

Al residuo obtenido después de estimar la FDN, se somete a un lavado con un detergente
acido a base de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y éacido sulfurico, con el cual se
logra eliminar la hemicelulosa de la pared celular, quedando en el residuo solo celulosa,
lignina y cutinas a lo cual se le denomina fibra detergente acida (FDA) (Van Soest et al.,
1991; VAN SOEST, 1994).

El material resultante de la FDA se somete a una digestion acida generalmente con &cido
sulfdrico concentrado, con lo que se logra la solubilizacion de la celulosa dejando en el
residuo la lignina y cutinas, fraccion que se conoce como el porcentaje de lignina debido
a que el contenido de cutinas es casi despreciable en los forrajes especialmente en
gramineas tropicales (Van Soest et al., 1991).

Finalmente todos los valores encontrados con esta técnica son expresados como
porcentaje de la materia seca de la muestra en estudio.

Es importante mencionar que el sistema de analisis de Van Soest et al., (1991) se disefid
para analizar las fracciones de carbohidratos de forrajes especialmente gramineas, por lo
cual tiene limitaciones en el analisis de otros alimentos, particularmente en los
subproductos de origen animal y en pastas de oleaginosas (Fox et al., 2000).

1.1.3 Cenizas

El contenido de cenizas en una muestra de forraje es equivalente a la fraccion de la materia
seca que son minerales, es decir compuestos inorganicos (que no contienen carbono)
(Hoffman, 2005).

El método de cuantificacion se encuentra establecido por la AOAC, 2006 (método
942.05), el cual consiste en la incineracion directa de la muestra a 600°C durante dos
horas, con lo que se logra eliminar cualquier compuesto que contenga carbono, queda
solo la fraccion de minerales, la cual después de ser pesada se expresa como porcentaje

de la materia seca.

El procedimiento es bastante preciso. Sin embargo, es importante mencionar que con ésta
metodologia se estima el contenido total de minerales y no se puede determinar el
contenido exacto de un mineral especifico. No obstante, el residuo obtenido puede
utilizarse para estimar la concentracién de minerales como calcio y fésforo mediante

métodos colorimétricos o espectofotométricos (Adesoganl et al., 2000).
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1.1.4 Extracto Etéreo

El extracto etéreo en el analisis quimico de forrajes corresponde a la fraccién lipidica de
la materia seca, la cual se estima generalmente siguiendo el método Soxhlet (Herrera et
al., 1979).

Este método consiste en la extraccion continua mediante calor de todas las sustancias
solubles en éter de petroleo. Para ello se somete a las muestras de forraje seco y molido a
un lavado continuo con un solvente organico, generalmente éter de petréleo a 100°C, con
el fin de solubilizar todos aquellos compuestos lipofilicos. Finalmente, por diferencia de
peso entre la muestra inicial y el residuo se obtiene el porcentaje de grasa, el cual

generalmente se expresa como porcentaje de materia seca (AOAC, 2006, método 942.05).

1.2 Andlisis Quimicos de Superficie por espectroscopia

El alto desempefio de los sistemas Gpticos para estimar propiedades quimicas en distintas
matrices esta bien documentado desde hace décadas (Slater, 1980), lo que llevé a un
perfeccionamiento de estas técnicas afio con afio y donde se fueron integrando distintas
ramas del conocimiento como la electronica para lograr el desarrollo actual, donde se
disponen de un sin nimero de equipos dpticos para la estimacion de propiedades quimicas

en distintas matrices (Jiang, 2016).

En general, esas técnicas detectan patrones de interaccion entre una muestra de interés y
una fuente de luz. Para su implementacion como técnica de andlisis quimico foliar
generalmente se sigue esta rutina: 1) Se miden las concentraciones de nutrientes en
muestras foliares usando métodos quimicos estandar. 2) En una submuestra se determinan
propiedades Opticas, que se presentan como valores de absorcion, reflexion o trasmisiéon
de bandas de luz, segun la configuracion del instrumento usado. 3) Con las medidas de
las propiedades dpticas obtenidas en el segundo paso y las concentraciones de nutrientes
obtenidas en el primer paso se construyen modelos estadisticos. 4) Con el instrumento
usado en el segundo paso, calibrado con modelos estadisticos suficientemente confiables
se calculan las concentraciones de nutrientes en las nuevas muestras (Hoffmann et al.,
2017).
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A nivel mundial, se presume que la espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS por sus
siglas en inglés) es la técnica mas comin para realizar analisis quimicos de superficie, el
cual basado en la absorcion y reflexién de luz por distintas matrices en el infrarrojo
cercano (700 a 2500nm), permite la creacién de modelos estadisticos para la prediccién
de distintos componentes quimicos en alimentos, medicamentos, etc.(Dreassi et al., 1995;
van Kempen and Bodin, 1998; Cozzolino and Moron, 2004; Hoffmann et al., 2017).

Para muestras de forrajes (silos, gramineas, leguminosas, etc.) se han desarrollado
exitosamente ecuaciones de prediccion de composicion quimica usando el equipo NIRS,
es asi como miultiples autores reportan un alto grado de correlacion (R%> 0.8) entre los
contenidos de PC, cenizas, FDN, FDA, Lignina, degradacion in-vitro de la materia seca
(DIVMS), écidos grasos volatiles (AGVS), extracto etereo, etc. estimados por
metodologias tradicionales de quimica himeda y los obtenidos por la metodologia NIRS
(Marten et al., 1983; Decruyenaere et al., 2009; Andueza et al., 2017; Hetta et al., 2017).
Sin embargo, es importante resaltar que no solo se dispone del NIRS para estos analisis;
existen multiples equipos los cuales se basan en principios Opticos para determinar

propiedades quimicas de interés en distintas matrices como hojas de plantas y granos.

Los medidores de clorofila portatiles conocidos comiunmente como SPAD, son usados
ampliamente en la agricultura para identificar deficiencias de nitrdgeno en cultivos
comerciales de gran escala (Figura 3) (Blackmer and Schepers, 1994; Scharf, 2001; Xiong
et al., 2015).

En estos equipos dos haz de luz (uno a 650 y otro a 940 nm) se ponen directamente sobre
la superficie de las hojas y se basan en el principio de que parte de la luz emitida es
absorbida por la clorofila y el resto es reflejada y captada por un sensor de luz, el cual la
convierte en un sefial eléctrica facilmente cuantificable en valores adimensionales que
van desde 0 a 199, la cantidad de luz captada es inversamente proporcional a la cantidad
de luz usada por la clorofila, es decir, entre mas luz absorban las hojas (es mas verde)
menor serd la cantidad de luz que es cuantificada por el equipo y por ende mayor sera

cantidad de clorofila presente en las hojas (Fox et al., 1994; Sanchez et al., 2017).

Se presume que aproximadamente el 80% del nitr6geno presente en las hojas se aloja en

los cloroplastos y del 0.5 — 1.5 % del nitrogeno total se encuentra asociado a la clorofila
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(Xiong et al., 2015), dicha informacién ha servido como base para realizar modelos de
calibracion que permitan asociar el contenido de clorofila con el contenido total de

nitrogeno de las plantas.

El equipo SPAD-501 de Minolta® ha sido utilizado con éxito para determinar el contenido
de clorofila y nitr6geno total en leguminosas, gramineas, frutales y hortalizas,
presentando correlaciones altas entre las metodologias tradicionales y las lecturas con este
equipo (Reeves et al., 1993).

Posteriormente el modelo SPAD 502 Minolta® fue calibrado exitosamente para estimar
el contenido de nitrégeno en plantas de arroz (Turner and Jund, 1991), maiz (Krugh et
al., 1994), trigo(Follett et al., 1992), pasto festuca (Festuca arundinacea)(Kantety et al.,
1996), algodon (Wood et al., 1992), arroz (Peng et al., 1996) y plantas de tomate
(Rodriguez Mendoza et al., 1998).

Si bien el equipo SPAD fue construido inicialmente para estimar el contenido de clorofila
y nitrégeno en plantas, se han desarrollado algunas investigaciones para relacionar las
lecturas obtenidas con el SPAD vy algunas propiedades quimicas de las plantas que son de
interés en la nutricion de rumiantes. Hungues et al.,2017, relacionan las mediciones
SPAD con la concentracién de compuestos quimicos asociados a la pared celular de
gramineas tropicales y la degradacion in-vitro de la materia organica (DIVMO),
encontrando que para las especies B. hybrido, M. maximus y P. atratum los coeficientes
de determinacion (R?) estan entre 0.08 y 0.34 para las estimaciones del contenido FDA,

entre 0.14 y 0.31 para FDN y entre 0.23 y 0.65 para la digestibilidad in-vitro de la materia

organica (Hughes et al., 2017).

Figura 3. Equipo SPAD-501 de Minolta®, utilizado para la estimacion del contenido de
clorofila y nitrégeno total en plantas de interés comercial. Spectrum Tecnoligies, Inc.
(2019)
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El equipo FieldScout CM 1,000 NDVI desarrollado por Spectrum Technology®, funciona
de forma similar al SPAD de Minolta®. Sin embargo, este dispositivo utiliza longitudes

de onda de 680 y 840 nm para estimar el contenido de clorofila y nitrégeno (Figura 4).

Este equipo, ha sido utilizado con éxito para predecir el contenido de nitr6geno en
plantaciones de frutales permanentes como cultivos de manzanas, donde se pudo
establecer un coeficiente de correlacion de 0.84 entre las mediciones realizadas con
informacidn obtenida de imagenes satelitales para determinar el estado nutrimental de las
plantas y las lecturas del FieldScout CM 1,000 NDVI1 (Perry and Davenport, 2007).

Al igual que el equipo SPAD, se han relacionado las lecturas del FieldScout CM 1,000
NDVI con propiedades quimicas de forrajes tropicales. Hughes et al., (2017) reportan
coeficientes de determinacion entre 0.7 2 0.79, 0.54 a 0.79, 0.15 a2 0.31 y 0.22 a 0.81 para
la estimacion de la FDN, FDA, lignina y DIVMO respectivamente en 3 especies de

gramineas tropicales (B. hybrido, M. maximus y P. atratum).

Figura 4. FieldScout CM 1,000 NDVI de Spectrum Technology®, para la estimacion de
propiedades quimicas en plantas. Spectrum Tecnoligies, Inc.2. (2019).{}

Starks et al., (2006), utilizaron un espectrofotometro portatil FieldSpec FR (Analytical
Spectral Devices Inc. (ASD), Boulder, CO, USA) el cual utiliza un rango espectral de
350 a 250nm para estimar propiedades quimicas en el dosel del pasto Bermuda (Cynodon
dactylon L.), encontrando coeficientes de determinacion (R?) de 0.23, 0.209 y 0.507 para
el contenido de FDN, FDA y PC, respectivamente(Starks et al., 2006).
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Si bien no existen muchos estudios que muestren la cuantificacion de otras propiedades
quimicas en forrajes como contenido de azUcares, lignina y cenizas que son de interés en
la nutricién animal por metodologias Opticas, si existe suficiente evidencia que relaciona

la cuantificacion de estos compuestos con longitudes de onda especificas.

DuBois et al., (1956) Indican que el contenido de azlcares y otras sustancias relacionas

se pueden estimar mediante métodos colorimétricos apoyados en interacciones entre
moléculas con bandas del espectro visible. Por ejemplo, la D-fructosa, la D- glucosa,
sacarosa, 5- hidroximetil-2-furaldeido, almidones, Dextran, D-manosa, D-Xylosa, D-
maltosa absorben a longitudes de onda de 490nm, 485 nm, 490 nm, 490 nm, 488 nm, 488
nm, 485, 480, 490nm, respectivamente(DuBois et al., 1956).

Gonzalez Larraina, (1981), Glories , (1978), Somers, (1985) citados por Elejalde. (1999)
reportan que la determinacion de polife noles totales se puede realizar mediante métodos
Opticos ya que estos compuestos presentan la mayor absorbancia a una longitud de onda
de 280 nm.

1.2.1 Analisis multivariados utilizados en los métodos

espectrofotométricos

Todas las técnicas que utilizan sistemas Opticos para la estimacion de propiedades
quimicas en distintas matrices requieren de la utilizacion de métodos estadisticos que
permiten relacionar un gran namero de variables generalmente absorciones y reflexiones
de luz en distintas longitudes onda con valores de composicion quimica estimados con

métodos analiticos de referencia(Tran et al., 2010).

Actualmente existen multiples modelos matematicos que permiten relacionar resultados
quimicos con datos espectrales, dentro de los cuales la regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS por sus siglas en inglés) y la regresion lineal maltiple son los mas

comunes(Tran et al., 2010).

La regresion PLS es una técnica de andlisis multivariado para evaluar modelos
estructurales, es un método general para la estimacion de modelos PATH que conllevan

constructos latentes medidos indirectamente por multiples indicadores (Hair J. et al,
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2016). Esta herramienta tiene como objetivo el analisis casual-predictivo y se utiliza
cuando la base datos presenta las siguientes caracteristicas:

Alto nimero de factores
Alta Colinealidad entre los factores

Desconocimiento previo de la relacién entre los valores predichos y predictores.

A diferencia de la regresion multiple los analisis PLS no presumen que los predictores
son fijos lo cual significa que cada predictor puede tener asociado un error, lo que la
convierte en una prueba mas robusta a la incertidumbre de las mediciones (Henseler, J. et
al. 2006).

Los usos mas comunes de la regresion PLS se encuentran asociados con la industria
quimica, farmaceutica e instrumental. Dentro de las aplicaciones mas comunes se
encuentra la modelacién de mediciones espectrales (NIR, UV, IR) para predecir
propiedades quimicas en multiples matrices, sin embargo, es importante sefialar que esta
metodologia no suele utilizarse para descartar variables que no son Utiles para explicar la
respuesta (Hulland, J. 1999).

El analisis de regresion multiple permite establecer relaciones entre una variable
dependiente Y y un conjunto de variables (X1, X2, ..., Xn ) (Licht, M. 1995).

Matematicamente los andlisis de regresion lineal maltiple presentan la siguiente forma:
Y:a+bl X1+b2 X2 +...+bn Xn+ ¢

Donde:

Y: variable a predecir

Xn: factor n

bn: pendiente asociada al factor n

e: error experimental
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En el analisis de regresion lineal maltiple la construccion de las ecuaciones se realiza
seleccionando las variables que formaran el modelo una a una, esto con el fin de
identificar aquellos factores que tengan un efecto significativo (p-value < 0.05) sobre la
variable predicha (Licht, M. 1995)..

Todas las variables utilizadas en el modelo de regresion lineal multiple deben de cumplir

con las siguientes asunciones:

Linealidad: los valores de la variable dependiente se generan por el modelo Y =X * B
tUb

Homocedasticidad: todas las variables tienen la misma varianza
Independencia: las variables son independientes entre si
Normalidad: las variables tienen distribucién normal

Los valores Xn se obtienen sin errores de media

La cuantificacion del desempefio de los modelos matematicos puede expresarse en
funcion de multiples parametros estadisticos, los cuales buscan cuantificar la exactitud y

precision de las estimaciones realizadas con el modelo (Fisher, R. et al.2018).

e Coeficiente de correlacion multiple (r): mide la intensidad de la relacién entre
un conjunto de variables independientes y una variable dependiente (Fisher, R. et
al.2018).

e Coeficiente de determinacion multiple (R?): mide la proporcién o porcentaje
de la variacion de la variable dependiente que es expresada por las variables
independiente. Este pardmetro puede tomar valores entre 0 y 100 cuando es
expresada como porcentaje, entre mas alto sea el valor indica que un mayor
porcentaje de la variacion en la respuesta de la variable dependiente es explicado
por las variables independientes y por tanto el modelo permite realizar
estimaciones confiables (Fisher, R. et al.2018).

e Error tipico: indica la parte de la variable dependiente que no se explica por el
modelo, lo cual implica que a medica que se incrementa el coeficiente del error
desciende (Fisher, R. et al.2018).
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1.3 Analisis de imagenes multiespectrales

Como su nombre lo indica la técnica de iméagenes multiespectrales (IME) estudia las
diferencias que existen en el patrén de absorcién y refraccion de luz de una misma imagen
tomada en distintas longitudes de onda (Weng, 2011), diferencias que estan asociadas con
cambios en la composicién quimica de las matrices y por ende permiten la estimacion de
compuestos quimicos que son de interés en ciencias como la nutricion, farmacéutica,

medicina, etc.

Como se pudo observar en la seccion anterior, distintos compuestos quimicos absorben
mayor cantidad de luz en longitudes de onda especificas, por lo cual en el analisis de
imagenes espectrales se pueden identificar facilmente ya que dichos compuestos pueden
ser visibles cuando reflejan toda la luz emitida o en su defecto desaparecen cuando

absorben toda la luz que se emitio desde la fuente.

La aplicacion de las imagenes multiespectrales cubre un amplio rango en ciencias como

la medicina, agricultura, sistemas de informacion geogréficos, etc.

En la agricultura, se han utilizado para estimar propiedades quimicas en hojas (Kolb et
al., 2003), calidad de frutos como bananas, kiwis y papayas (Blackmer and Schepers,
1994; Bron et al., 2004; Lenk et al., 2006), en la deteccion de sintomas tempranos de
enfermedades (Lichtenthaler et al., 1996) y la determinacion del estado de nutricion de
cultivos comerciales de gran escala como frutales permanentes, maiz, trigo, etc. (Perry
and Davenport, 2007).

Roth et al., (2015) indica que se pueden utilizar las imagenes espectrales para identificar
tipos de cubertura vegetal de forma rapida y precisa, basado en imagenes que pueden ser
tomadas por satélites o naves no tripuladas como un Dron. Dichas imagenes son
ampliamente utilizadas para identificar cambios en la cobertura de grandes superficies

como los casquetes polares los cuales estan asociados a problemas ambientales.

1.3.1 Camara AFT

Con el sistema AFT estudiado en esta tesis, es posible obtener imagenes de una matriz en
17 longitudes de onda diferentes, las cuales cubren desde el rango visible hasta el

infrarrojo cercano (Tabla 1).
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El sistema AFT fue construido en el laboratorio de Microbiologia de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia -Medellin. Este sistema consiste en un modulo de
iluminacién y captura de imagenes dentro de una esfera integradora compuesta por un
circuito electronico y una tarjeta de control de iluminacion acoplados a una tarjeta
Arduino UNO (Figura 5).

Para la captura de las imagenes se emplea una camara web de 2MP con el filtro infrarrojo
removido para tener sensibilidad en este rango espectral. Todo el sistema es controlado
mediante un software escrito en Python y se opera con una computadora bajo ambiente
Windows 7. Las caracteristicas mas relevantes se presentan en la Figura 6.

Tabla 1. Fuentes de luz LED usadas en el sistema de imagenes multiespectrales. En la
columna Pico se presenta el pico de emision medido en un espectrometro Flame de
OceanOpticsTM

Referencia fuente Pico
de luz (nm)
427 4275
445 445
465 463
493 493
310 510
325 325
390 390
607 607
625 623
650 650
730 730
780 T80
840 840
&30 850
870 870
910 910
940 940
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Figura 5.apariencia general de la cAmara AFT. A- semiesfera integradora B- interior de
la cdmara AFT.

camara

Fuente de luz

A semiesfera integradora de luz - B ubicacion del sistema de iluminacion de la cdmara y la

muestra - R radio de la semiesfera integradora - d distancia al centro - r radio de muestreo.
Figura 6.Componentes de la camara AFT Pineda (2017).

R corresponde al radio de la semiesfera integradora empleada para distribuir uniformemente la
luz, y que en este caso fue de 15 cm. Las fuentes de luz se ubican alrededor de la muestra en
forma triangular de a tres LEDs por longitud de onda y ubicados a una distancia igual con respecto
al centro del eje coordenado (d). El radio del area de muestreo viene dado por r el cual para este
caso fue de 7cm?, espacio en el cual se ubica la muestra que se desea medir. Finalmente, la camara

esta ubicada justo encima del area de muestreo sobre el eje y (Figura 6).

En la camara AFT cuando se ilumina una matriz, la cantidad de luz no absorbida por la
muestra es reflejada y detectada por el lente de una camara fotogréafica convencional, la

cual es representada en una imagen con tonos de gris mas claros.

En este orden de ideas, se puede indicar que el contenido de gris estimado por la camara
estd directamente relacionado con la absorcion o reflexion de luz de ciertos compuestos
quimicos presentes en la muestra. EIl valor de gris es un niamero que tiene unidades
arbitrarias y adimensionales, este puede ser tan bajo como 0 donde se absorbe toda la luz
emitida (completamente negro) y en el caso contrario donde se refleja toda la luz emitida

puede llegar a tomar un valor de hasta 225 (completamente blanco).

La cantidad de luz que llega hasta la cAmara es convertida en una sefial eléctrica la cual

es proporcional a la intensidad de la luz, por tanto, es posible establecer una relacién
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matematica entre la cantidad de luz captada con la camara en las distintas longitudes de
onda y el valor de gris.

La cAmara AFT se encuentra basada en el principio éptico de la reflexién difusa, la cual
cuando un rayo de luz incide sobre una muestra, se reflejan rayos en angulos dispersos
(Figura 7), de modo tal que no se crean sombras 0 puntos ciegos dentro de la cAmara que
pudiesen limitar la capacidad del sensor Optico para capturar la luz.

Reflexion especular
A
A
7
Eeflexion ’
difusa - © 5 -
’/((Hlﬂ'tls ile
esparcimiento

Y 0
oA

i W\,T (8]
| o -
L0 Absercidn
1

Figura 7. Principio optico de la reflexion difusa (Orozco. E, 2009).

La radiacion reflejada por una muestra tiene dos componentes la especular y la difusa y
como su nombre lo indica el objetico de la reflexion difusa es precisamente el analisis

espectral de la componente reflejada mediante el fendmeno de difusidn.

La reflectancia especular se presenta cuando el material sobre el que se produce la
reflexion tienen valores altos de los coeficientes de absorcién para una longitud de onda
incidente; cuando la penetracién de la radiacion es muy pequefia en comparacion con la
longitud de onda y cunado las dimensiones de la superficie reflectante son mucho

mayores que la longitud de onda (Orozco. E, 2009).

La reflexion difusa tiene lugar en todas las direcciones de la superficie como consecuencia
de los procesos de absorcion y esparcimiento y predomina cuando los materiales de la
superficie reflectante son débilmente absorbentes a la longitud de onda incidente y cuando
la penetracion de la radiacion es grande en relacion a la longitud de onda(Orozco. E,
2009).

La medida de reflexion en condiciones normales incluye los dos componentes de la

reflexién. La componente especular contiene muy poca informacién de la composicion,
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por lo que su contribucion a las medidas se minimiza con la posicion del detector respecto
a la muestra; mientras que el componente difuso aporta mayor informacion de la

composicién quimica (Orozco. E, 2009).

Con la luz que no es absorbida se generan procesos de absorcion y esparcimiento (Figura
7) los cuales tienen una relacion estrecha con la composicion quimica, tamafio de
particula, etc. Mdltiples estudios han demostrado que las propiedades dpticas de los
forrajes muestran una estrecha relacién con su composicion quimica (Kolb et al., 2003.

Una vez se obtienen las imagenes de la muestras en distintas longitudes de onda, con una
macro personalizada desarrollada por Pineda (2017) en el software libre Image J
(Schneider et al., 2012), se puede obtener y organizar automaticamente los valores de gris

de las muestras en cada una de las longitudes de onda utilizadas.

Finalmente, mediante meétodos estadisticos de regresion multivariados se pueden
establecer ecuaciones que permitan relacionar la informacion obtenida de las imagenes

con propiedades quimicas de interés en las muestras.

Estudios previos realizados por Pineda (2017), muestran un alto desempefio de este
sistema para estimar el contenido de aceite de aguacates variedad Has. Igualmente se ha
utilizado esta camara para estimar minerales en muestras foliares de crisantemos (Ca, P,

N, Zn,Fe) con resultados favorables (datos no publicados).



2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

La estimacion del contenido de FDN, FDA, Lignina, cenizas, PC y DIVMS utilizando la
camara AFT se correlacionara de manera estadisticamente significativa con los valores de
referencia obtenidos mediante métodos quimicos estandarizados.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Evaluar el desempefio de la camara AFT para estimar compuestos quimicos de interés en la
nutricion de rumiantes en gramineas de los géneros Bracharia y Megathyrsus.

2.2.2 Objetivos especificos

e Establecer una relacion estadistica entre los valores de gris obtenidos con la cdmara
AFT y la composicién quimica de gramineas de los géneros Bracharia y
Megathyrsus.

e Obtener modelos matematicos que permitan estimar los valores de FDN, FDA,
Lignina, cenizas, PC y DIVMS a partir de lecturas realizadas con la camara AFT.

e Realizar una validacion real de las curvas de calibracion desarrolladas para la cdmara
AFT.
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RESUMEN:

En este estudio se probd el desempefio de un dispositivo de espectroscopia de imagenes en adelante
denominado cdmara de Analisis de Forrajes Tropicales (camara AFT), para estimar propiedades
quimicas de 6 especies de gramineas tropicales. Se utilizaron 332 muestras (39 de Megathyrsus
maximus y 293 de cinco especies de Bracharia). Todas las muestras fueron analizadas aplicando
metodologias analiticas estandarizadas y se utilizd la cAmara AFT para obtener 17 imagenes en
distintas longitudes de onda que recorren el espectro visible e infrarrojo cercano. EI 90% de las
muestras de cada especie fue utilizado para desarrollar modelos de regresion multivariados entre
los valores de quimica humeda y las lecturas de la cAmara AFT. Con esos modelos y el 10% de
muestras restantes se estimaron el contenido de proteina cruda, fibra detergente neutro, fibra
detergente acida, lignina, ceniza y degradacion in vitro de la materia seca. Los resultados indicaron
un grado de asociacion intermedio alto (R? >0.35) entre los valores obtenidos por metodods de
referencia y las lecturas de la cadmara AFT. Los coeficientes de correlacion de prediccion
presentaron una alta variabilidad entre especies, sin embargo, no se observé diferencia estadistica
entre los valores de las distintas fracciones quimicas estimados con la cdmara AFT vy las
metodologias de referencia (valor p >0.05) en el 97% de las muestras. La camara ATF muestra un
gran potencial para estimar propiedades quimicas en las especies Brachiaria y Megathyrsus y para
reducir sustancialmente el tiempo y costo de estos analisis.

Palabras clave: espectroscopia, Composicién quimica, gramineas
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Abstract:

This study tested the initial performance of an image spectroscopy device hereinafter referred to
as the Tropical Forage Analysis (AFT) chamber, to estimate chemical properties of six species of
tropical grasses. 346 samples (39 of Megathyrsus maximus and 332 of five Bracharia species)
were used. All samples were analyzed by standard chemistry procedures as reference methods and
the AFT camera was used to obtain 17 images of the light reflection at wavelengths that travel the
visible and near infrared spectrum. 90% of the samples of each species was used to develop
multivariate regression models between the values of wet chemistry and the AFT chamber
readings. The remaining 10% samples was further used to estimate values of crude protein, neutral
detergent fiber, acid detergent fiber, lignin and ash content as well as in vitro degradation of dry
matter. Grass sample chemistry showed a high to medium association (R2> 0.35) between
analytical chemistry values and AFT chamber readings. The prediction correlation coefficients
showed high variability between species, however, no statistical difference was observed between
the values of the different chemical fractions estimated with the AFT chamber and the reference
wet chemistry methods (p value> 0.05) in 97% of the samples. The AFT chamber shows great
potential for estimating chemical properties in the Brachiaria and Megathyrsus species, and its

perfection and adoption would greatly cut time and cost of forage sample analysis.

Keywords: spectroscopy, chemical composition, grasses
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Introduccién

Segun reportes de la Organizacidn de la naciones unidas para la alimentacion y la agricultura
(FAO) se estima que para el 2050 la poblacién mundial serd de 9.7 billones de personas(1), lo cual
de manera directa demandara una intensificacion masiva de la produccion agropecuaria, con el fin
de garantizar la demanda de alimentos de la poblacion (2), mediante el incremento de la produccién

por unidad de &rea de las tierras dedicadas a la produccion pecuaria actualmente.

Para asegurar una transformacion exitosa de la ganaderia tropical (donde las pasturas representan
mas del 70% de la dieta) (3, 4) hacia sistemas altamente tecnificados, se requiere prestar especial
importancia a la alimentacion animal, ya que esta variable condiciona en un alto porcentaje la

productividad de los rumiantes(5)

Para determinar el impacto de la calidad de los recursos alimenticios en el desempefio de los
animales de interés zootécnico es necesario un monitoreo constante de la composicion
bromatologica de los forrajes y demas materias primas usadas en la alimentacion, asi como el
impacto de estas en las principales variables productivas (ganancia diaria de peso, estatus sanitario,

conversion alimenticia, etc.).

La estimacion de la composicion quimica de los forrajes tradicionalmente se ha realizado mediante
metodologias analiticas estandarizadas, sin embargo, el alto costo de los analisis quimicos v el
tiempo que se requiere para procesar y analizar las muestras, limita el nimero de analisis que se
pueden realizar y el uso de los resultados para tomar decisiones en tiempo real dentro de los

sistemas de produccion(6).

El alto desempefio de los sistemas Gpticos para estimar propiedades quimicas en diferentes
matrices ha sido documentado durante décadas (7-9). Con la incorporacion de principios 6pticos

y electrénicos se han logrado desarrollar sistemas portatiles que permiten estimar las propiedades
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quimicas en multiples compuestos de manera instantanea y a un bajo costo, tanto bajo condiciones

de laboratorio como de campo (10).

La cdmara AFT (anélisis de forrajes tropicales) es un sistema econémico que permite obtener
imégenes de multiples matrices en 17 longitudes de onda. En este sistema, la cantidad de luz no
absorbida por la muestra es reflejada y medida de forma cuantitativa en funcién de los tonos de
gris que presenta la imagen. El conjunto de datos de las longitudes de onda se puede relacionar
con propiedades quimicas de las muestras y mediante la utilizacion de herramientas estadisticas,
es posible la construccién de modelos de regresion entre los valores de composicién quimica de

las muestras y los tonos de gris de las imagenes.

Resultados previos obtenidos durante la construccion y validacion de la cdmara indican que tiene
un alto potencial para estimar el contenido de aceite en aguacates (11) y minerales en muestras

florales (datos no publicados).

El objetivo de este trabajo fue estimar la composicion quimica de 6 especies de gramineas
tropicales con la utilizacion la camara AFT, Actualmente no se tienen reportes de un sistema
similar utilizado para la estimacion de propiedades quimicas en forrajes tropicales por lo que poner
esta herramienta al alcance de los productores de leche y carne con rumiantes en el tropico es la

principal contribucion del trabajo.

Materiales y métodos

Recoleccién de las muestras

Se utilizaron 6 especies de gramineas tropicales de los géneros Megathyrsus y Brachiaria (Tabla
1) que se obtuvieron durante el primer semestre de 2017 de parcelas demostrativas ubicadas en la

estacion agraria Cotové de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. Las condiciones
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climaticas bajo las cuales crecio el material vegetal fueron: una temperatura media de 32°C, una
precipitacion promedio de 10 mm/semana y humedad relativa del 96%. Se aplicO riego por

aspersion a las parcelas dos veces por semana durante aproximadamente 20 min entre las 8 y 9 am.

Tabla 1. Género y especie de las gramineas utilizadas en el experimento y nimero de muestras de

cada especie utilizadas para la construccion del modelo de regresion y posterior validacion

# de muestras # de muestras
Género Especie utilizadas para la utlllz_ada§lpara la
construccion del validacion del
modelo modelo
decumbens 56 6
_ dictyoneura 36 5
dictyoneura CV. Llanero
Brachiaria briza}ntha C.V. Ma_randu
brizantha CV. Piata 16 6
brizantha- var. Xaraes - Toledo
humidicola 66 8
ruziziensis 52 6
maximus CV. Aruana
maximus CV. Massali
Megathyrsus maximus CV. Mombaza 53 6
maximus CV. Tanzania

Al iniciar el experimento, se realiz6 un corte de uniformidad de todas las parcelas a 10 cm de altura
y se dividié cada una de estas en 3 secciones iguales de 5 m?, cada seccidn se coseché en edades
diferentes (15,| 25 y 35 dias), esto con el fin de obtener un rango amplio de composicién quimica

de las especies en estudio.

Para cosechar el material vegetal se realizd un corte con tijeras podadoras manuales Felco-F2 ®
de todas las plantas a 10 cm de la superficie del suelo, posteriormente de todo el material cosechado
se recolecté una muestra de aproximadamente 500 g de forraje verde para realizar los analisis

quimicos.
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Andlisis de laboratorio

Todas las muestras fueron secadas en una estufa de aire forzado Dies ® a 60° C por 48 h y
posteriormente molidas con un molino de martillo Hammer® mil,MOD, “HM/530” y tamizadas a

una criba de 1 mm.

Los contenidos de fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) y lignina se
obtuvieron por el método secuencial de Van Soest (5) en un analizador de fibora ANKOM 200 ©.
Las cenizas se obtuvieron por incineracion directa a 600°C durante dos horas usando una mufla
Terrigeno® F2PCA (AOAC,1990, método 942.05). El valor de proteina cruda (PC) se obtuvo
indirectamente al multiplicar por 6.25 el contenido de nitrogeno total obtenido mediante el método

Kjeldahl (AOAC 1990, método 954.01)(12).

La degradacion in vitro de la materia seca (DIVMS) se estimd con un analizador Daisy Il de
ANKOM ®. En cada uno de los 4 recipientes del analizador se adicionaron 1.5 L del medio de
cultivo descrito por (13) y 0.5 L de liquido ruminal, el cual se obtuvo de 3 vacas Holstein
multiparas alimentadas con pasturas de Cenchrus clandestinus (90% de la dieta) y concentrado
comercial con 12 % de proteina (10% de la dieta). El porcentaje de digestibilidad de la materia
seca se obtuvo por la diferencia de peso entre el sustrato inicial (0.5 g aproximadamente) y los

residuos obtenidos después de 48 h de incubacidn a 40°C con agitacidn constante.

Con el fin de optimizar costos cada fraccion quimica se ley6é una Unica vez en cada una de las

muestras.
Obtencion de imagenes multiespectrales

El sistema AFT fue construido en el laboratorio de Microbiologia de Suelos de la Universidad

Nacional de Colombia -Medellin. Este sistema consiste en un médulo de iluminacion y captura de
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imagenes compuesto por un circuito electrénico y una tarjeta de control de intensidad de
iluminacién acoplados a una tarjeta Arduino UNO (Figura 1). Para la captura de las imagenes se
empled una camara web de 2MP con el filtro infrarrojo removido para tener sensibilidad en este
rango espectral. Todo el sistema es controlado por un software escrito en Python y se oper6 con

computadora bajo ambiente Windows 7. Las caracteristicas méas relevantes se presentan en la

Figura 2.

A-semiesfera integradora de luz y B- ubicacion del sistema de iluminacion de la cAmara y la muestra.

Figura 1. Sistemas AFT para la estimacion de la composicion quimica de gramineas tropicales.

camara

Fuente de luz

R corresponde al radio de la semiesfera integradora empleada para distribuir uniformemente la luz sobre la muestra.
Para iluminacién de la muestra tres LEDs de cada longitud de onda se ubican alrededor de la muestra en forma
triangular y equidistantes con respecto al centro del eje coordenado (d). El radio del &rea de muestreo viene dado por
r el cual para este caso fue de 1.5cm, espacio en el cual se ubica la muestra que se desea medir. Finalmente, la camara

esta ubicada justo encima del &rea de muestreo.

Figura 2. Diagrama del sistema empleado para la toma de imagenes multiespectrales.
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La fuente de iluminacion incluye 17 diodos LED en bandas que cubren el rango visible e infrarrojo
cercano (Tabla 2), los cuales fueron seleccionados con base en los diodos disponibles en el
mercado al momento del desarrollo del equipo y la relacién reportada de estas bandas con la
cuantificacion de compuestos quimicos especificos. Para corroborar que el tipo de luz emitida por
cada uno de los 17 LEDs era la indicada por el fabricante, se utilizd un espectrometro Flame®

Ocean Optics TM para identificar el pico de emision (Tabla 2).

Tabla 2. Fuentes de luz LED usadas en el sistema de imagenes multiespectrales.

Referencia fuente Pico
de luz {nm)
427 4275
445 445
465 4635
493 403
510 510
525 525
390 390
607 607
625 625
6230 630
730 730
T80 T80
840 840
8350 850
870 870
910 910
940 940

En la columna Pico se observa la fuente de luz de la cada uno de los ledes medidos en un espectrémetro Flame de

OceanOpticsTM.

Las muestras secas, molidas y tamizadas a un tamafio de criba de 1 mm se deben posicionar sobre
el porta muestras asegurandose de cubrir todo el volumen de este (3.5cm®). Una vez se encuentre
lleno el porta muestras se debe realizar una leve presion sobre la superficie con un objeto plano

con el fin de homogenizar la superficie de la muestra.
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Cuando se ilumina una muestra de forraje en el sistema AFT, la cantidad de luz no absorbida por
la muestra es reflejada y detectada por la camara (Figura 3). Esta imagen es representada por tonos
de gris més claros. Utilizando una macro personalizada en el software libre ImageJ (Schneider et
al., 2012), se obtuvieron y organizaron automaticamente los valores de gris de las muestras en cada
una de las longitudes de onda para su posterior analisis. La macro usada tiene en consideracion

una region de interés cuadrada de 75 pixeles de largo.

Figura 3. Imagenes en distintas longitudes de onda de una muestra de forraje

Analisis estadisticos

Todos los analisis se realizaron utilizando el paquete estadistico R(14).

Se aplico estadistica descriptiva a los datos de composicion quimica de las gramineas con el fin de
obtener la media, desviacion estandar, coeficientes de variacion y rangos de cada una de las

fracciones quimicas para cada especie.

Aproximadamente el 90% de las muestras de cada especie se utilizd para la construccion de un
modelo de regresion maltiple entre los valores de composicion quimica estimados por quimica
analitica y los valores de gris obtenidos para cada una de las longitudes de onda en estudio (Tabla
1) utilizando la libreria Leaps descrita por Lumley T. (2017), asi, para cada fraccion quimica se
comparo su valor de quimica himeda (variable dependiente) con 17 valores de gris, uno por cada
longitud de onda (variables independientes), y el coeficiente de correlacion(R?) y el cuadrado
medio del Error (CME) se usaron como parametros de precision del modelo para estimar cada

fraccién quimica.
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El 10% de muestras restantes de cada especie (diferentes al set de calibracién) se utilizaron para
la validacion del modelo de prediccion, asi, cada una de estas fueron leidas en la camara AFT y
los valores de las distintas fracciones quimicas se estimaron utilizando el modelo de prediccion.
Se compararon los valores de composicion bromatoldgica obtenidos por quimica analitica y por el
modelo de prediccidn ajustado por BIAS (diferencia media de los residuales), con el fin de obtener
el coeficiente de correlacion de prediccion (R?P), Error estandar de prediccion (SEP) y cuadrado

medio del error de prediccion (RMSEP).

Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza entre los conjuntos de valores predichos y los
obtenidos por quimica analitica, con la utilizacion de la libreria Agricolae descrita por Mendiburu
F. (2014), donde se establecieron diferencias estadisticas entre ambas metodologias con un valor

p < 0.05.
Resultados

La composicion quimica 'y DIVMS de los 6 géneros de gramineas tropicales evaluadas se muestran

en la Tabla 3.

B. dyctyoneura presentd los mayores valores de FDN y FDA, seguido de M.maximus, B. brizantha,
B. humidicola, B decumbens. Para el caso de la lignina B. humidicola presento los valores mas
altos seguidos de B. ruziciensis, B brizanta, M.maximus, B. decumbens y B. dityoneura. Los
mayores contenidos de cenizas se encontraron en B. ruziciensis seguido de B. dityoneura, B.
decumbens, B. humidicola y M. maximus. Para el caso de la proteina cruda B. decumbens presento
los valores mas altos seguido de M. maximus, B. humidicola, B. ruziciensis, B brizanta y B.
dityoneura. Finalmente B. decumbens presentd el mayor porcentaje de DIVMS seguido de B.

humidicola, B. dityoneura, M. maximus, B. ruziciensis, B brizanta.



213  Los parametros de las ecuaciones utilizadas para estimacion del contenido de FDN, FDA, Lignina,

214  cenizas, PC y DIVMS con la camara AFT se muestran en las tablas 4 a 9 respectivamente.

215 Tabla 3. Composicién quimica y DIVMS de las gramineas utilizadas en la construccion y

216  validacion del modelo

Fraccion Bracharia Bracharia | Bracharia | Bracharia Bracharia | Megathyrsus
Quimica Parametro brizantha dictyoneura | decumbens | ruziciensis | humidicola maximus
Promedio 67.24 70.01 64.36 63.54 65.90 67.61
Maximo 78.20 76.26 80.54 74.14 79.14 76.58
FDN Minimo 57.93 59.80 51.36 48.49 52.57 56.68
SD 4.11 3.56 5.19 5.70 4.80 4.90
CV 6.12 5.08 8.07 8.97 7.28 7.26
Promedio 31.54 33.12 28.04 29.48 30.45 31.98
Maximo 40.78 36.68 40.49 36.36 39.36 41.58
FDA Minimo 23.26 25.27 18.83 19.07 21.31 24.71
SD 3.23 2.78 4.57 4.45 3.38 4.29
CV 10.23 8.38 16.30 15.09 11.10 13.40
Promedio 3.83 3.35 3.58 3.90 3.96 3.76
Maximo 6.73 4.34 6.78 6.99 7.33 5.17
Lignina Minimo 2.87 2.57 1.92 2.77 2.38 2.44
SD 0.70 0.38 1.21 0.76 1.09 0.61
CV 18.19 11.47 33.79 19.52 27.55 16.15
Promedio 7.44 6.30 5.79 7.58 5.29 2.84
Maximo 12.97 13.48 13.01 14.56 14.64 3.26
Cenizas Minimo 2.53 2.25 2.16 1.83 2.43 2.16
SD 3.96 3.81 3.79 4.42 3.39 0.25
CV 53.26 60.55 65.35 58.35 64.08 8.71
Promedio 12.60 12.10 17.41 14.08 14.83 15.36
Maximo 19.48 20.58 24.64 22.45 23.03 21.92
PC Minimo 8.01 8.45 5.63 9.08 8.09 9.14
SD 2.80 2.73 5.03 3.18 2.93 3.08
CV 22.20 22.56 28.91 22.56 19.77 20.04
Promedio 50.63 55.51 60.76 51.98 56.70 52.53
Maximo 59.55 67.79 74.25 68.18 68.58 38.62
DIVMS Minimo 35.77 42.48 44.57 44.15 41.09 73.22
SD 5.36 6.53 7.82 5.51 6.75 9.07
CV 10.59 11.76 12.87 10.60 11.90 17.26

217  Los valores de composicion quimica obtenidas mediante metodologias analiticas de referencia

218  presentaron un grado de asociacion intermedio - alto con los valores de gris obtenidos en la cAmara

219  AFT (Tabla 10).
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B. brizanta y B. dictyoneura presentaron coeficientes de determinacion (R%) mayores a 0.8 para

todas los analitos evaluados, por su parte el contenido de cenizas mostro el coeficiente de

determinacion mas bajo (R?<0.5) en las especies B. decumbens, B. humidicola, M. maximus, B.

ruziciensis. Los demas analitos en las distintas especies mostraron un coeficiente de determinacion

intermedio (R%>0,5 y R? <0.8) con excepcion del contenido de proteina cruda en B. decumbens

(R?0,95) (Tabla 10).

Tabla 4. Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizadas en el modelo para la

estimacion de FDN.

B. decumbens | B. dictyoneura | B. brizantha | B. humidicola | B. ruziziensis | M. maximus
intercepto 102.517 -64.021 -139.970 -4.554 98.644 41.705
428nm 0.166 0.083 0.355 -0.212 -0.262 0.450
445nm -0.377 -0.297 -0.114 -0.234 0.211 -0.133
465nm 0.353 0.235 -0.609 0.346 0.022 1.306
493nm -0.410 0.729 -0.230 0.830 0.055 -0.144
525nm 0.950 -0.548 -0.706 -0.307 1.709 0.534
560nm -0.094 0.936 0.946 -0.409 -0.283 0.109
590nm 0.092 -0.235 0.736 -0.205 -0.275 -0.836
607nm -0.016 0.228 -0.110 0.300 -0.728 -0.032
630nm -0.750 0.008 -0.045 -0.053 -0.171 -0.033
650nm 0.096 0.452 0.485 0.060 0.004 -0.465
730nm 0.236 -0.027 0.255 0.190 -0.221 0.329
780nm -0.745 0.164 -0.764 -0.458 -0.417 -0.662
840nm -0.152 0.076 -0.073 0.517 -0.426 -0.201
850nm -1.133 -0.686 -1.302 0.200 0.190 -0.238
870nm 0.025 0.203 3.072 0.036 -0.442 0.605
910nm 2.380 0.101 -0.339 -0.132 0.923 0.112
940nm -0.774 0.127 -0.715 -0.445 0.203 0.313




229
230

231
232

Tabla 5 Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizadas en el modelo para la
estimacion de FDA.

B. decumbens |B. dictyoneura| B. brizantha | B. humidicola | B. ruziziensis | M. maximus
intercepto 32.581 -10.438 -26.773 0.025 5.911 8.241
428nm -0.007 -0.009 0.008 -0.025 0.098 0.035
445nm -0.053 -0.064 -0.033 -0.046 0.123 -0.002
465nm 0.108 0.064 -0.004 0.194 0.086 0.074
493nm -0.054 0.052 -0.051 0.270 -0.004 0.006
525nm 0.213 -0.015 -0.131 -0.199 0.058 0.009
560nm -0.083 0.078 0.091 -0.098 0.009 -0.007
590nm 0.012 -0.121 0.080 -0.139 0.008 -0.048
607nm -0.051 0.006 0.057 0.054 -0.131 -0.013
630nm -0.152 -0.001 -0.036 -0.116 -0.036 -0.044
650nm 0.012 0.136 0.137 0.116 0.030 -0.083
730nm 0.063 0.075 0.001 0.150 -0.028 0.147
780nm -0.152 -0.134 -0.062 -0.072 0.134 -0.092
840nm -0.032 0.062 -0.004 0.099 -0.072 0.001
850nm -0.211 -0.067 -0.394 -0.031 -0.030 -0.141
870nm -0.059 0.067 0.684 -0.115 -0.104 0.317
910nm 0.444 0.078 -0.348 0.128 0.100 -0.103
940nm -0.131 -0.052 0.080 -0.058 -0.003 -0.090
Tabla 6. Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizada en el modelo para la
estimacion de lignina.
B. decumbens |B. dictyoneura | B. brizantha | B. humidicola | B. ruziziensis | M. maximus
intercepto -10.760 -11.186 30.700 25.108 4.569 11.794
428nm 0.486 0.179 -0.015 0.174 -0.214 0.043
445nm -0.085 0.032 0.162 -0.017 -0.109 -0.007
465nm -0.012 -0.157 -0.203 -0.271 0.233 0.048
493nm 0.163 0.120 -0.095 -0.038 -0.336 -0.020
525nm -0.083 -0.885 0.034 0.087 -0.484 -0.006
560nm 0.040 0.119 0.132 0.214 0.367 -0.007
590nm -0.195 0.242 -0.211 0.116 -0.296 0.047
607nm -0.136 0.120 -0.280 -0.317 0.297 -0.046
630nm -0.079 -0.033 0.166 0.226 0.314 -0.005
650nm 0.000 -0.002 -0.081 -0.226 -0.485 -0.029
730nm 0.349 0.412 0.470 0.121 0.734 0.023
780nm -0.244 -0.351 0.268 0.006 0.039 -0.030
840nm 0.161 0.164 0.053 0.011 0.336 -0.023
850nm 0.440 -0.466 0.966 0.216 -0.430 -0.046
870nm 0.678 0.340 -0.900 0.771 -0.773 -0.009
910nm -1.778 -1.002 -0.101 -0.633 -0.615 0.049
940nm 0.444 1.171 -0.502 -0.731 1.365 0.004
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Tabla 7. Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizada en el modelo para la
estimacion de cenizas.

B. decumbens |B. dictyoneura | B. brizantha | B. humidicola | B. ruziziensis | M. maximus
intercepto 110.930 -66.423 -121.017 10.700 174.783 107.086
428nm -0.261 0.369 0.796 -0.204 -0.236 0.042
445nm 0.183 -0.207 -0.062 -0.146 0.062 -0.045
465nm 0.531 0.499 -0.513 -0.369 0.023 1.566
493nm -0.941 0.863 -0.399 1.196 0.126 -0.132
525nm -0.050 -1.188 -1.020 -1.021 2.352 0.362
560nm 0.465 1.522 1.321 0.651 -0.282 0.835
590nm 0.346 -0.374 1.164 -0.063 -0.542 -0.924
607nm 0.263 0.487 -0.419 0.471 -0.741 0.273
630nm -0.701 0.035 -0.039 0.226 -0.412 0.035
650nm 0.236 0.535 0.258 0.187 -0.119 -0.318
730nm 0.314 0.029 0.611 0.120 -0.067 -0.278
780nm -0.605 0.307 -1.251 -0.841 -1.153 -1.179
840nm -0.190 -0.027 0.062 0.147 -0.463 -0.225
850nm -1.655 -0.691 -1.554 1.727 -0.186 1.062
870nm 0.221 0.158 4.396 -0.660 0.393 0.363
910nm 2.679 0.170 -1.628 -0.434 1.128 -1.129
940nm -0.793 0.070 -0.706 -0.301 0.004 0.790

Tabla 8. Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizada en el modelo para la
estimacion de PC.

B. decumbens | B. dictyoneura | B. brizantha | B. humidicola | B. ruziziensis | M. maximus
intercepto -176.196 -218.197 474.871 306.099 -627.417 -20.656
428nm -1.256 2.762 -2.355 -0.217 3.643 -0.894
445nm 0.533 -8.030 -0.133 2.434 0.032 0.057
465nm -1.347 4.612 1.400 1.206 -1.217 -1.819
493nm 0.100 -38.890 0.529 -1.988 -0.678 0.557
525nm -1.138 25.014 1.128 -2.218 -0.046 -1.486
560nm -1.925 15.502 -2.367 1.743 -1.089 -0.118
590nm 1.605 11.221 -2.762 0.796 -0.562 1.567
607nm -0.013 -4.267 -0.052 1.780 3.010 0.734
630nm -0.280 6.321 1.317 -0.183 0.949 0.046
650nm 0.449 -8.239 -0.965 -1.292 -0.579 0.640
730nm -0.073 -6.703 -0.815 -0.400 0.046 -0.797
780nm 1.715 -1.597 3.174 1.627 -1.688 1.037
840nm 0.035 -1.920 1.029 -1.103 1.216 0.515
850nm -8.182 17.424 -3.623 -0.393 1.613 1.867
870nm 3.588 27.334 -1.254 -3.515 8.624 -3.832
910nm 3.227 -41.605 3.328 -1.275 -15.193 1.434
940nm 1.940 8.250 -1.824 3.922 4.494 -0.303
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Tabla 9. Intercepto y pendiente de las distintas bandas de luz utilizada en el modelo para la
estimacion de DIVMS.

B. decumbens | B. dictyoneura | B. brizantha | B. humidicola B . M. maximus
ruziziensis

intercepto -63.682 54.487 171.163 22.355 -6.986 -25.662
428nm -0.031 -0.509 -0.529 0.065 0.238 -0.397
445nm 0.394 0.285 0.086 0.102 0.02 0.132
465nm -0.243 -0.211 -0.137 -0.044 -0.34 -0.857
493nm 0.54 0.052 0.193 -0.745 0.079 -0.148
525nm -0.854 -0.683 1.233 0.685 -0.835 0.02

560nm 0.603 -0.051 -0.767 0.359 0.384 -0.371
590nm -0.419 0.485 -0.713 -0.401 0.186 0.4

607nm 0.353 -0.199 0.006 0.171 0.447 0.289
630nm 0.566 0.043 -0.09 -0.059 0.181 -0.236
650nm 0.094 -0.278 -0.136 0.209 -0.171 0.835
730nm -0.345 0.214 -0.409 -0.343 0.057 -0.593
780nm 0.171 -0.918 0.549 -0.025 -0.429 -0.059
840nm 0.216 0.287 -0.237 -0.323 0.221 0.164
850nm 0.722 0.191 -0.331 -0.041 0.291 -0.073
870nm 0.089 0.595 -1.902 0.145 0.127 -0.182
910nm -1.593 -0.02 1.242 0.273 -0.83 0.253
940nm 0.707 -0.251 1.064 0.222 0.49 0.224

Tabla 10. Coeficiente de determinacion (R?) entre los valores de gris y la composicion quimica

de las distintas gramineas obtenida por metodologias analiticas de referencia.

RZ
Especie FDN FDA Lignina Cenizas CP DIVMS
Bracharia brizantha 0.92 0.95 0.96 0.94 0.91 0.92
Bracharia dictyoneura | 0.82 0.91 0.95 0.81 0.84 0.83
Megathyrsus maximus | 0.74 0.76 0.58 0.43 0.66 0.74
Bracharia decumbens | 0.69 0.87 0.59 0.43 0.96 0.56
Bracharia ruziciensis 0.66 0.59 0.86 0.51 0.74 0.68
Bracharia humidicola | 0.63 0.61 0.60 0.35 0.63 0.55
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En la tabla 11 se presentan el cuadrado medio del error, se observa que el contenido de Lignina y

cenizas mostraron los mejores ajustes en todas las especies.

En la validacién de los modelos de prediccién se encontrd que el coeficiente de determinacion de
prediccion (R?p) para la FDN fue mayor a 0.6 en todas las especies con excepcion de B. humidicola
la cual present6 un R?p de 0.19. B. ruziciensis y B. humidicola presentaron un R?p de 0.53 y 0.0047
respectivamente en la estimacién de la FDA, las demas especies presentaron valores mayores a
0.6 para este parametro. El contenido de lignina solo presentd un grado de asociacion alto en la
especie M. maximus (R?p>0.8) y moderado en B. ruziciensis (R%p: 0.55), las demas especies
mostraron un grado de asociacion bajo. El contenido de cenizas mostrd un grado de asociacion
moderado en las especies M. maximus y B. decumbens (R?p de 0.61 y 0.79 respectivamente). El
R?p encontrado para el contenido de PC fue moderado-alto para todas las especies a excepcion de
B. humidicola donde se obtuvo un valor <0.4, finalmente, la digestibilidad in-vitro de la materia
seca presentd asociaciones moderadas y altas en todas las especies donde el grado de asociacion
mas bajo se encontrd en la especie B. ruziciensis (R?p:0.57) y el mas alto en la especie B.

dictyoneura (R?p:0.98) (Figura 4).

El error estandar de prediccion (SEP) y el cuadrado medio del error de prediccion (RMSEP) se
presentan en las tablas 12 y 13 respectivamente, en ambos casos el contenido de cenizas y lignina

presentaron los valores mas bajos para todas las especies.

B. dyctioneura, presento el valor mas alto de SEP para la FDN (17.98), seguido de B.humidicola
y M.maximus (11.82 y 6.01 respectivamente). En la FDA, B. decumbens present6 el menor valor
de SEP (0.83) y B.humidicola presentd el valor mas alto (6.77). Para el contenido de lignina
B.decumbens present6 el valor mas alto (1.89), seguido de B. humidicola y B. dyctioneura (0.78 y

0.73 respectivamente) las demas especies presentaron valores cercanos a 0.1. B.dyctioneura
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presentd el valor mas alto de SEP para el contenido de cenizas (9.43) y M. maximus los méas bajos
para esta misma fraccion quimica (0.05). En el contenido de PC B. humidicola present6 los valores
mas altos se SEP (6.77) seguido de B. dyctioneura (5.01) y los valores de SEP mas bajos se
obtuvieron con B. decumbens (0.83). finalmente, la DIVMS present6 los valores mas altos de SEP
en la especie B.brizantha (87.98), seguido de B.humicola (43.57) y los valores méas bajos se

obtuvieron con la especie B. dyctioneura (1.39)

Los valores mas altos del RMSEP para FDN y FDA se obtuvieron en B.humicola (4.01 y 2.95
respectivamente); por su parte B. ruziciensis presentd los valores mas bajos de RMSEP para la
FDN (1.38) y B. decumbens present6 el valor mas bajo para la FDA (0.61). Los valores mas bajos
de RMSEP para lignina y cenizas se obtuvieron en la especie M.maximus (0.29 y 0.2
respectivamente) y los mas altos con B. decumbens y B. dyctioneura respectivamente (1.09y 2.75).
El contenido de PC de B.humicola presento los valores mas altos de RMSEP (3.86) y los mas bajos
se observaron con B. decumbens (0.72). EI RMSEP en la DIVMS fue maximo en B. brizantha

(8.56) y minimo en B. dyctioneura (1.05).

Tabla 11. Cuadrado medio del error (CME) entre los valores obtenidos por métodos analiticos

estandar y la camara AFT para una misma muestra.

CME
Especie FDN| FDA Lignina Cenizas CP DIVMS
Bracharia brizantha 2.89 | 2.05 0.45 141 2.42 1.69
Bracharia dictyoneura 1.96 | 1.29 0.21 0.82 2.62 1.9
Megathyrsus maximus 249 | 2.13 0.37 0.18 1.79 4.55
Bracharia decumbens 3.68| 251 0.66 1.75 2.35 5.12
Bracharia ruziciensis 357 | 252 0.37 1.8 1.89 1.77
Bracharia humidicola 3.99| 293 0.8 1.49 1.85 3.51
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Tabla 12. Error estandar de prediccion (SEP)

SEP
Especie FDN FDA Lignina Cenizas PC DIVMS
Megrathyrsus maximus 6.01 3.02 0.10 0.05 3.02 18.72
Bracharia brizantha 4.55 4.79 0.13 0.33 4.79 87.98
Bracharia dictyoneura 17.98 5.01 0.73 9.43 5.01 1.39
Bracharia humidicola 11.82 6.77 0.78 0.45 6.77 43.57
Bracharia ruziciensis 3.07 3.21 0.13 0.72 3.21 10.36
Bracharia decumbens 4.24 0.83 1.89 0.27 0.83 10.85
Tabla 13. Cuadrado medio del error de prediccion (RMSEP)
RMSEP
Especie FDN FDA Lignina Cenizas PC DIVMS
Megrathyrsus maximus 2.24 1.70 0.29 0.20 1.59 3.95
Bracharia brizantha 1.95 1.02 0.33 0.52 2.00 8.56
Bracharia dictyoneura 3.79 1.10 0.77 2.75 2.00 1.05
Bracharia humidicola 4.01 2.95 1.05 0.69 3.86 7.20
Bracharia ruziciensis 1.38 1.67 0.25 0.76 1.63 2.93
Bracharia decumbens 1.82 0.61 1.09 0.37 0.72 3.01

Al comparar los valores obtenidos por métodos analiticos de referencia del set de muestras de
validacion con los obtenidos con la cAmara AFT, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre estos (valores p >0.05), con excepcion del contenido de lignina de la especie

B.humidicola donde se obtuvo un valor p de 0.02, (3.125 Vs 3.77 para los valores estimados con

la camara AFT y quimica himeda respectivamente) (Tabla 14).




294  Figura 4. Coeficientes de correlacion de prediccion (R?p), en negro datos usados para la construccion del modelo y en naranja los datos usados

295 en la validacién del mismo.
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297  Tabla 14. Comparacion estadistica entre los valores predichos y obtenidos por métodos analiticos estandar.
Especie PC FDN FDA Lignina Cenizas DIVMS P-value
AFT QA |AFT QA |AFT QA |AFT QA |AFT QA | AFT QA  PC FDN FDA Lignina Cenizas DIVMS
B. decumbens | 1q 155 19.13 |64.37 64.35| 27.5 27.53| 3.06 308|321 322|5032 593 099 0.95 0.96 097 099  0.84
B.
dictyoneura | 13.28 13.26 | 70.06 70.04 |34.26 34.25| 3.27 3.26 |3.96 3.95|59.53 59.58 0.99 0.96 0.98 0.99 0.99 0.99
B. brizantha
15.42 15.41 |66.83 66.84|31.72 31.79| 3.83 3.84|2.85 2.85|54.85 54.81 0.95 0.98 0.99 0.96 0.99 0.99
B.humidicola | 1539 154 | 68.7 66.31|31.64 3146|3125 377|329 301|6355 59.86 0.07 014 087 002 018 057
B. TUZIZIENSIS | 15 68 12,65 [66.68 66.70(33.83 3340 | 442 4.4 | 28 2825158 5158 096 099 098 089 0974  0.99
M. maximus | 1551 1500 |69.36 69.26|31.85 31.83| 3.87 3.85|2.70 268|50.80 5078 099 097 099 096 091  0.99
298  PC: proteina cruda, FDN: Fibra detergente neutro, FDA: Fibra detergente acido, DIVMS: digestibilidad in-vitro de la materia seca.
299  Promedio de los valores estimados utilizando la camara AFT
300 2Promedio de los valores estimados utilizando por métodos analiticos estandar.
301 Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con un valor p<0.05

302

Especie PC FDN FDA Lignina | Cenizas | DIVMS P-value

AFT QA |AFT QA |AFT QA | AFT QA |AFT QA | AFT QA PC FDN FDA Lignina Cenizas DIVMS
B. decumbens |19.12a 19.13|64.37 64.35| 27.5 27.53| 3.06 3.08|3.21 3.22|59.32 59.3 0.99 0.95 0.96 0.97 0.99 0.84
B. dictyoneura | 13.28 13.26|70.06 70.04|34.26 34.25| 3.27 3.26|3.96 3.95|59.53 59.58 0.99 0.96 0.98  0.99 0.99 0.99
B. brizantha 15.42 15.41|66.83 66.84 |31.72 31.79| 3.83 3.84|2.85 2.85|54.85 54.81 0.95 0.98 0.99 0.96 0.99 0.99
B. humidicola | 18.39 15.4 | 68.7 66.31|31.64 31.46|3.125 3.77|3.29 3.01|63.55 59.86 0.07 0.14 0.87 0.02 0.18 0.57
B. ruziziensis | 12.68 12.65|66.68 66.70|33.83 33.40| 4.42 4.4 | 2.8 2.82|51.58 51.58 0.96 0.99 0.98 0.89 0.974 0.99
M. maximus 15.01 15.00|69.36 69.26|31.85 31.83| 3.87 3.85|2.70 2.68/50.80 50.78 0.99 0.97 0.99 0.96 0.91 0.99
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Discusion

El sistema AFT utilizado aqui permitio estimar en forma razonable, rdpida y sin contacto, la
calidad nutricional de seis especies de gramineas tropicales, a partir de ecuaciones de
prediccién construidas con imagenes multiespectrales y métodos analiticos estandar. Las
pasturas presentaron valores de composicion quimica en un rango amplio ideal para la
construccion de esos modelos de regresién, y en conjunto estos resultados favorecieron el
desarrollo y calibracién de un nuevo sistema para estimar de forma répida y precisa

propiedades nutrimentales en forrajes tropicales.

El desempefio de ganaderias que estan extendidas ampliamente en regiones de América y
gue comunmente estan en conflicto permanente con politicas ambientales se mejoraria si se
facilita el acceso a nuevas herramientas o servicios analiticos basados en espectroscopia de

imagenes, equipos desarrollados localmente y estrategias de calibracion simple (39).

A pesar de la importancia de los forrajes para la ganaderia tropical, el uso intensivo de analisis
de composicion quimica y degradacion es limitado a proyectos de investigacion y es apenas
ocasional o inexistente en ganaderias comerciales. Esto puede deberse a la poca
disponibilidad de laboratorios, costo de los analisis, tiempo necesario para entrega de
resultados y dificultades para la interpretacion de los mismos(15). Este ultimo podria deberse
a la inexistencia de parametros nutricionales en forrajes o niveles criticos desarrollados en
condiciones tropicales locales, que permitan tomar decisiones de ajuste de dietas o
suplementos adecuados. Esos niveles criticos deben determinarse de un gran ndmero de

andlisis quimicos en muestras de forraje con composicion variable.
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La composicion quimica de las plantas, independientemente de su via bioquimica
fotosintética (C4 o C3), varia en funcién de la disponibilidad de nutrientes en el suelo y la
edad(16), lo cual posiblemente explica la alta variabilidad encontrada en la composicion

quimica y degradacion de la materia seca en el presente estudio.

Los valores de composicion quimica obtenidos concuerdan con los reportados por Herrero et
al., (2001) para B. brizantha, B. humidicola, B. ruziziencis, B. decumbens (17) y con los
reportados por Monrroy et al., (2017) para la composicion quimica promedio del género
Brachiaria(18). La DIVMS vy el contenido de FDN, FDA, lignina y PC concuerdan con los
reportados por Moreira et al., (2018) para las especies Brachiaria ruziziensis cv. ‘Kennedy’,
Brachiaria brizantha cv. ‘Marandu’ and Brachiaria decumbens cv. ‘Basilisk’. Los contenidos
de FDN, FDA y Lignina son consistentes a los reportados por Hugheset al., (2017) para el

género Braharia y Megathysrsus (19).

Los valores de degradacion in vitro de la materia seca y contenido de proteina cruda para M.
maximus son similares a los reportados por Homen et al., (2010)(20), mientras que los valores
de FDN, FDA, lignina y cenizas fueron menores a los reportados por Gaviria et al., (2015)
para pasturas de M. maximus. Esto debido posiblemente a que en este trabajo s6lo se muestreo

el forraje a los 45 dias de rebrote donde se tiene un alto contenido de pared celular(21).

Los coeficientes de determinacion encontrados para el modelo de prediccion en los distintos
componentes proximales y DIVMS en todas las especies (Tabla 10) son comparables a los
reportados por Hughes et al., (2014) y Hughes et al., (2017), Los cuales correlacionaron la
reflectancia medida a 660, 840, 650 y 960 nm de pasturas frescas (B. decumbens Cv. Basilik,

B. hibrido Cv mulato Il y M. maximus Cv.Mombasa) con propiedades de composicion
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quimica (FDN, FDA, PC, lignina) y degradacion in vitro de la materia orgénica, sin embargo,
es importante indicar que en estos experimentos se encontraron relaciones de tipo cuadratica

entre las variables relacionadas (19, 22) debido a factores no reportados en el estudio.

Adicional a la variabilidad en la composicion de las muestras, la calibracion de métodos
espectroscopicos para analizar plantas debe apoyarse en variaciones Opticas debidas a su
composicion quimica. Starks et al., (2006) indican que el contenido de FDN del pasto
bermuda (Cynodon dactylon) se correlaciona de forma positiva con la absorcién de luz azul
(450-520 nm), verde (520-600nm) y roja (630-690 nm), reportando coeficientes de
determinacion de 0.33 0.188 y 0.416 para cada tipo de luz respectivamente, sin embargo,
estos mismos autores reportan una correlacion negativa entre la absorcion de luz en bandas
cercanas al rojo (690-740 nm) y el infrarrojo cercano (760- 900) con el contenido de FDN en

el mismo pasto de -0.45 y -0.467 para tipo de banda respectivamente(23).

Para el caso de la FDA, Starks et al., (2006) indicaron una relacion positiva de esta fraccion
quimica con la absorcién de luz azul y roja (0.223 y 0.29 respectivamente) y una correlacion
negativa con la absorcion de luz verde, bandas cercanas al rojo e infrarrojo cercano (-0.051,
-0.37,-0.34 respectivamente) las cuales son considerablemente mas bajas a las encontradas

en el presente estudio con informacion combinada de diferentes bandas de luz (Tabla 11).

El origen de esas inconsistencias en los niveles de asociacion entre variables Gpticas y
quimicas encontradas por investigadores podrian deberse a condiciones no reportadas por

ellos.

Por otra parte, en cuanto al desempefio del sistema AFT comparado con equipos comerciales

de gama alta, los coeficientes de determinacidn encontrados al estimar aqui el contenido de
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FDN y FDA, los valores son consistentes con los reportados por Monrroy et al., (2017) para
el género Bracharia (0.87 y 0.88 respectivamente) utilizando un equipo NIRS. Valores de
RMSEP reportado para las mismas fracciones quimicas (1.71 y1.36, respectivamente) fueron
similares a los encontrados para la FDN en las especies B. Brizantha, B. ruziciensis y B.
decumbens en el presente estudio (Tabla 14) y similares a los encontrados para todas las

especies en la FDA con excepcién de B. Humidicola donde se obtuvo un valor mayor (2.95).

El R? de prediccion reportado por Monrroy et al., (2017) para el contenido de FDN y FDA
(0.86 y 0.90 respectivamente), fue similar a los encontrados en el presente estudio para las
especies B. dictyoneura (R2p FDN: 0.78 y FDA: 0.98), M. maximus (R2p FDN: 0.85y FDA:
0.83), B. Brizantha (R2p FDN: 0.68 y FDA: 0.88) y B. decumbens (R2p FDN: 0.68 y FDA:
0.89). Las demas especies presentaron R? méas bajos debido posiblemente a diferencias
propias en los equipos de cuantificacion y al menor nimero de muestras utilizado para la

construccion y validacion de los modelos (figura 4).

La presencia de clorofila en hojas de plantas también asegura la generacion de patrones
espectroscopicos que permiten estimar indirectamente la composicidén quimica de forrajes en
el sistema AFT. Se presume que aproximadamente el 80% del nitrdgeno presente en las hojas
se aloja en los cloroplastos y del 0,5 — 1,5 % del nitrogeno total se encuentra asociado a la
clorofila (24), dicha informacién ha servido como base para realizar modelos de calibracién
que permitan asociar el contenido de clorofila con el contenido total de nitrégeno de las

plantas.

El contenido de clorofila se asocia negativamente con la reflectancia de la banda de 660 nm

por la alta absorcién de las moléculas de clorofila A (25), y su contenido podria ser mayor
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en tejidos tiernos, pero completamente desarrollados. Por el contrario, la banda de 840nm no
es afectada por el contenido de clorofila (26) pero si por la presencia de ceras y tricomas(27)

que podrian variar en las muestras segun la edad del pasto.

Los hallazgos mencionados anteriormente son consistentes con los reportados por Starks et
al., (2006) quienes indican que el contenido de PC muestra una relacién inversa con la
absorcion de luz azul, verde y roja (-0.515,-0.386,-0.535 respectivamente), y una relacion
positiva con la absorcion de luz cercada al rojo y el infrarrojo cercano (0.584 y 0.626
respectivamente), siendo estos valores muchos méas bajos a los encontrados en el presente
estudio para modelos de prediccion obtenidos de informacion combinada de 16 bandas de

luz (tabla 11)(23).

Los coeficientes de determinacion del modelo de prediccion encontrados aqui (Tabla 10 )
para el contenido de PC en las especies del género Bracharia (R? 0.65), son similares e
incluso mayores en las especies B. Brizantha (0.91), B. dictyoneura(0.84) y B. decumbens
(0.96) a los reportados por Monrroy et al., 2017 quienes utilizaron el sistema NIRS para la
estimacion del contenido de PC. Por otro lado, los valores de R?p fueron mayores a los
reportados por los mismos autores para el contenido de PC (R?p:0.53) en todas las especies
(figura 4). sin embargo, el valor de RMSEP reportado en el ya mencionado estudio es mas
bajo (0.71) a los obtenidos para este analito en todas las especies con excepcion de B.

decumbens donde se obtuvo un valor de 0.72.

El error estandar del modelo de prediccion (SEP) (Tabla 13) fue mayor en todas las fracciones
quimicas y especies a los reportados por Thomson et al., 2018, quienes correlacionaron la

composicion quimica y degradacion de silos mezclados de pastos y leguminosas con la
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reflectancia en el infrarrojo cercano, en este estudio se reportaron valores de SEC para el
contenido de FDN, FDA, cenizas y degradacion in-vitro de materia orgénica de 13.4, 18.5,
10.4 y 3.1 respectivamente(28), sin embargo los valores de R? de validacion fueron
considerablemente mas altos a pesar de solo haber utilizado 10 muestras para este analisis

cuando se comparan con los obtenido en el sistema AFT.

Cleland et al., (2018) correlacionaron la reflectancia en el infrarrojo medio de muestras de
pasto Ryegrass, trébol blanco y sus mezclas con la composicion quimica obtenida por
metodologias analiticas(29), encontrando coeficientes de determinacién de calibracion y
validacion mayores a los encontrados con la camara AFT (R? de calibracion 0.85 ,0.95, 0.85
R? de validacion 0.76, 0.91 y 0.8 para los contenidos de PC, FDN y FDA respectivamente),
sin embargo el cuadrado medio del error de prediccion obtenido por Cleland et al., 2018 (21.4
32.4 y 26.3 para los contenidos de PC, FDN y FDA respectivamente) fue mayor a los

obtenidos con la camara AFT para todas las especies (tabla 13).

Vazquez de Aldana (1996) correlacionod el contenido de Cenizas de pasturas en regiones
semiaridas con la absorcion de luz en el infrarrojo cercano utilizando el equipo NIRS,
reportando un R? de calibracion de 0.88 el cual es menor al encontrado para B. brizantha y
mayor al de las demas especies evaluadas en el presente estudio (tabla 4), por su parte el error
estandar del modelo de prediccion fue similar la encontrado por Vazquez de Aldana (1996)
(0.46) en todas las especies evaluadas (Tabla 6), sin embargo el R? de validacion reportado
en dicho estudio (0.94) fue considerablemente méas bajo al encontrado para las distintas

especies cuando se utilizo la camara AFT.
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Starks et al., (2006) y Hughes et al., (2017) sefialan que actualmente existen pocos estudios
que relacionen la composicién quimica de gramineas tropicales con propiedades Opticas,
especialmente en fracciones relacionadas con la pared celular (FDN, FDA 'y lignina). Muestra
de ello es que a la fecha solo se cuenta con tres estudios que correlacionan las mediciones
Opticas (estimadas con equipos disefiados para estimar la clorofila los cuales miden la
absorcion de luz a 660, 840, 650 y 960 nm ) con distintos componentes de la fibra y la
degradacion de la materia organica en pasturas tropicales (19). En el primer estudio llevado
a cabo por Hughes et al. (2014) se encontraron coeficientes de correlacién para estimar el
contenido de lignina que varian entre 0.16 y 0.66 y entre 0.5y 0.78 para las estimaciones de
la degradacion in vitro de la materia organica. En el segundo trabajado llevado a cabo por
Hughes et al., 2017 el coeficiente de correlacion para la estimacion de la FDN estuvo entre
0.45y 0.79, entre 0.08 y 0.79 para la determinacién de la FDA y entre 0.14 y 0.58 para la
estimacion de lignina(19). Finalmente, en el ultimo trabajo llevado a cabo por Monrroy et
al., 2017 en el cual a diferencia de los dos trabajos anteriores se utilizd un NIRS para estimar
las propiedades quimicas en Brachiaria sp. se encontrd un coeficiente de correlacion de 0.85

para la estimacion de la FDN, 0.91 para la FDA y 0.99 para el contenido de celulosa(18).

Al comparar los resultados con la cdmara AFT con algunos trabajos donde se usa la
tecnologia NIRS para la estimacion de la composicion quimica de algunas materias primas
comunmente usadas en la alimentacién del ganado en climas templados y sistemas de
estabulacion intensivos(30-33), se puede observar que los coeficientes de correlacion son
considerablemente mas bajos con el uso del sistema AFT, esto debido posiblemente al
pequefio nimero de muestras utilizadas en este trabajo para realizar las calibraciones y a los

modelos estadisticos por los que establecieron los coeficientes de asociacién(34).



456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

68

Es importante reconocer que los sistemas NIRS permiten estimar de forma precisa
propiedades quimicas de interés en la alimentacion de rumiantes (35), y se han establecido
bien entre numerosas comunidades como el sistema estdndar de estimacion quimica sin
contacto. Pero también es necesario reconocer que su alto costo limita su utilizacién masiva
por productores y cientificos alrededor del mundo, caso contrario a lo que sucede con equipos
de desarrollo local como la cAmara AFT, donde sus componentes épticos y de iluminacion
son muy comunes y econdémicos, ya que estan incorporados a una gran cantidad de productos
de consumo masivo y uso diario, como camaras fotograficas digitales o sistemas de

iluminacion LED, lo cual disminuye en un alto porcentaje el costo de los equipos.

La estimacion sistematica de las propiedades quimicas de importancia en la alimentacion de
rumiantes permite realizar ajustes a la dieta basados en las condiciones reales de cada centro
de produccion(36). Esto maximiza la produccion animal y la disminucion en el uso de
suplementos externos como concentrados que reducen considerablemente la rentabilidad de
los sistemas ganaderos tropicales. Solo al determinar estas variables en forma intensiva
podran construirse modelos cuantitativos y eficientes de manejo de las pasturas y ganado, lo
cual sera casi imposible si no se dispone de sistemas analiticos econémicos, confiables y

faciles de operar (37).

El sistema AFT puede ser personalizado para facilitar el uso por operarios poco entrenados
y no necesita de habilidades especiales o diferentes a las que se requiere para usar un
computador. Aunque la calibracion inicial depende de la realizacion de un nimero adecuado
de analisis de forrajes por métodos estandar y el desarrollo de modelos de regresion, el

andlisis posterior de cada muestra podria requerir menos de cinco minutos y se podria usar
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en los centros de produccion para tomar decisiones con impactos econémicos y nutrimentales

en tiempo real.

Las estadisticas econémicas indican que los paises latinoamericanos dependen en un alto
porcentaje de exportaciones de materias primas con bajo nivel de inversion tecnoldgica(38),
por lo que los sistemas de espectroscopia de bajo costo y de desarrollo local se perfilan como
una herramienta para mejorar la competitividad y rentabilidad de los sistemas de produccion
agropecuarios. Con el uso masivo de estas tecnologias se reduciria notablemente la
dependencia de tecnologias desarrolladas para otros ambientes (climas templados
generalmente) cuyo soporte y mantenimiento son limitados y costosos en los paises de

América Latina.

Conclusion

Los mejores grados de asociacion entre los valores de gris y la composicion quimica obtenida
por métodos analiticos estandar (tanto en la calibracion como en la validacion del equipo) se
obtuvieron con el contenido de PC y DIVMS, las demas fracciones quimicas presentaron una
gran variabilidad en la respuesta del equipo asociada a la especie, sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de composicion
quimica estimados con la cAmara AFT y con métodos estandar de quimica analitica. La
calibracion del sistema AFT desarrollada en este trabajo permitio estimar de forma rapida y
con un grado de precision intermedio, propiedades quimicas que son de interés en la
alimentacion de rumiantes en las gramineas tropicales Brachiaria y Megathyrsus, lo cual
permitira a productores y técnicos tomar decisiones de impacto econdémico y productivo

basado en datos reales y confiables.
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5. Conclusiones

La alta variabilidad en la composicién quimica de las gramineas cosechadas permitio
la elaboracion de modelos estadisticos de regresion multiple que permitieron estimar
el contenido de FDN, FDA, Lignina, cenizas, PC y DIVMS en gramineas de los
géneros Bracharia y Megathyrsus.

Los mejores grados de asociacién entre los valores de gris y la composicion quimica
obtenida por métodos analiticos estandar (tanto en la calibracion como en la
validacién del equipo) se obtuvieron con el contenido de PC y DIVMS, las demés
fracciones quimicas presentaron una gran variabilidad en la respuesta del equipo
asociada a la especie.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
composicion quimica estimados con la camara AFT y con meétodos estandar de
quimica analitica.

La camara AFT permiti0 estimar de forma rapida y con un grado de precision
moderado compuestos quimicos que son de interés en la nutricion de rumiantes en 6

gramineas de pastos tropicales.



77

Anexo 1: Rutina de R utilizada para la
obtencion de los modelos de prediccion
para el caso de este trabajo.

H###to detect outliers-------

julian<-read.csv2("'solobra.csv", header = TRUE)

str(julian)

attach(julian)

outlier_values <- boxplot.stats(DIMS)$out # outlier values.
boxplot(DIMS, main="DIVMS", boxwex=0.1)

mtext(paste("Outliers: ", paste(outlier_values, collapse=", ")), cex=0.6)

#i#HH#imputation of missing values------

random.imp <- function (a){

missing <- is.na(a)

n.missing <- sum(missing)

a.obs <- a['missing]

imputed <- a

imputed[missing] <- sample (a.obs, n.missing, replace=TRUE)
return (imputed)}

DIMS<-random.imp(DIMS)

DIMS

is.na(FDA)

summary(FDA)

#REGRESSION STEPWISE####
julian<-read.csv2("'solobra.csv", header = TRUE)
str(julian)

##t#correlation-----

corre<-julian[,c(2:24)]

corre<-na.omit(corre)

library(corrplot)

correlation=cor(corre)

which(is.na(corre))
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correlation

par(mfrow=c(1,1))

col <- colorRampPalette(c("white","dark grey™))

corrplot(correlation, method="color", col=col(150),type="upper"”, order="hclust", addCoef.col =
"black",tl.col="black", tl.srt=25, p.mat = NULL, sig.level = 0.05, insig = "blank",diag=FALSE )
args(p.mat)

corrplot(correlation, method="circle",insig = "blank™ )

corrplot.mixed(correlation)

corrplot(corre, p.mat = res1[[1]], insig = "blank™)

# All Subsets Regression

library(leaps)

attach(corre)

leaps<-
regsubsets(DIMS~X428nm+X445nm+X465n+X493nm+X525nm+X560nm+X590nm+X607nm+X
630nm+X650nm+X730nm+X780nm+X840nm+X850nm+X870nm+X910nm+X940nm,data=corre,
nbest=10)

# view results

summary(leaps)

# plot a table of models showing variables in each model.

# models are ordered by the selection statistic.

plot(leaps,scale="r2")

# plot statistic by subset size

library(car)

subsets(leaps, statistic="rsq")

library(MASS)

fit <-
Im(DIMS~X428nm+X445nm+X465n+X493nm+X525nm+X560nm+X590nm+X607nm+X630nm
+X650nm+X730nm+X780nm+X840nm+X850nm+X870nm+X910nm+X940nm,data=corre)
summary(fit)

step <- stepAlC(fit, direction="both")

step$anova # display results

##Hbest equation------

fit2<-Im(DIMS~ X493nm +X525nm + X590nm +X730nm, data = corre)

summary(fit2)
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plot(fit2)

pre <- predict(fit2)

pre

fit3<-Im(FDA ~ pre, data=corre)

summary(fit3)

plot2 <- ggplot(corre, aes(x=pre, y=FDN)) + geom_point(shape=1) + geom_smooth(method=Im)+
scale_x_continuous(name = "predichos") +

scale_y_continuous



Anexo 2: Base de datos de la composicion
quimica de B. ruziziensis realizada
durante este estudio

MUESTRA | CENIZAS PC FDN FDA | LIGNINA | DIMS
98945 2.56 13.07 68.11 36.32 6.9923 49.21
98944 2.88 11.83 66.95 33.69 5.1311 53.72
98943 2.99 13.03 65.36 32.25 4.8008 45.67
98942 2.63 9.75 67.91 33.84 5.2467 48.92
98941 2.78 13.77 63.58 31.29 4.0535 58.44
98940 2.96 12.89 66.06 32.74 4.1203 50.83
98939 3 13.01 63.53 31.31 4.3024 53.9
98938 1.83 9.25 69.74 35.74 4.801 47.46
98936 3.01 11.03 68.74 35.49 4.576 47.34
98935 291 10.44 68.78 35.43 4.6787 44.89
98934 3.11 9.5 68.83 34.66 4.8479 47.89
98933 3.06 15.96 69.96 33.59 3.9906 47.62
98932 2.9 14.59 71.47 32.73 3.6822 44.15
98931 3.53 13.89 69.49 32.95 3.7573 48.29
98920 3.06 11.58 57.64 25.82 4.3272 60.7
98919 3.05 12.55 60.72 28.09 4.7006 49.24
98918 2.89 16.11 57.38 24.71 4.0031 68.18
98917 2.93 17.36 60.25 27.79 3.6462 53.65
98916 3.08 16.9 57.08 26.34 3.9505 56.2
98915 2.86 15.69 61.49 28.65 3.4738 52.74
98914 2.86 15.45 60.66 27.7 3.5638 57.49
98913 2.72 14.88 61.19 30.4 4.3691 52.53
98912 2.62 12.67 68.71 36.16 5.0429 51.21
98911 2.54 10.91 65.79 35.95 4.8257 52.71
98910 2.69 11.92 64.81 31.59 3.6928 56.52
98581 11.62 19.76 56.81 25.06 3.17

98580 13.16 11.96 62.16 31.34 3.67

98579 10.58 11.62 64.44 30.73 3.5

98578 10.34 11.54 66.28 30.89 4.08

98554 12.75 14.16 65.12 30.74 3.18

98553 11.86 22.45 48.49 19.07 2.79

98552 14.56 16.97 55.34 23.67 3.35

98551 12.07 15.92 56.57 23.68 3.18




Anexo 3: Base de datos de los valores de gris de B.
estudio

ruziziensis en

428nm

445nm

465nm

493nm

525nm

560nm

590nm

607nm

630nm

650nm

730nm

780nm

840nm

850nm

870nm

910nm

940nm

39.43

68.89

78.44

73.67

112.95

50.07

168.66

145.74

141.47

145.68

163.97

157.64

180.01

159.87

172.06

129.37

134.68

40.29

51.16

76.49

73.9

114.25

49.14

168.32

147.57

140.76

144.94

165.32

163.64

188.48

167.43

179.48

137.09

142.99

39.29

51.03

78.27

71.89

112.54

49.44

166.22

147.45

140.57

141.92

164.2

164.28

185.02

166.84

178.75

136.47

141.79

39.64

53.48

83.38

78.75

121.78

52.03

178.26

151.43

145.81

151.15

171.91

166.71

188.07

166.82

178.72

135.48

141.13

36.56

50.88

76.99

71.82

110.38

48.49

167.31

144.92

137.67

143.79

160.18

168.91

194.28

174.99

188

145.53

151.83

37.72

49.86

77.41

74.71

114.13

50.68

170.93

148.6

139.8

142.45

164.32

172.73

198.13

176.87

190.91

146.93

153.02

40.8

48.64

79.11

73.04

114.04

51.08

171.78

148.62

146.03

146.95

165.62

171.72

196.79

177.08

190.41

146.92

151.12

39.94

52.86

84.54

78.48

122.27

51.57

179.38

153.66

147.65

151.22

172.58

171.19

194.25

172.63

186.04

142.61

147.74

38.98

51.04

79.75

73.45

115.58

49.53

171.25

148.02

139.9

143.55

163.42

169.83

197.18

175.25

188.4

144.97

150.24

36.35

52.11

80.56

76.86

118.7

50.26

172.04

149.39

147.81

146.13

171.7

171.2

194.29

174.74

187.2

143.46

148.73

37.9

51.92

81.39

76.13

116.98

50.47

175.1

150.91

148.53

147.69

165.76

169.76

191.31

172.56

185.43

142.33

147.32

39.2

48.43

71.04

66.59

102.44

46.58

149.66

136.93

132.09

136.69

151.31

155.84

182.62

161.84

175.82

134

141.11

37.86

47.73

71.32

67.02

103.1

47.04

152

137.91

130.82

134.78

153.35

158.93

183.14

166.76

180.49

137.31

143.62

38.01

45.65

73.76

68.48

107.15

47.41

157.27

139.83

136.08

136.44

155.89

160.9

188.68

166.16

179.72

136.96

142.76

38.81

53.84

82.72

76.74

120.59

51

177.27

154.9

146.66

150.06

172.35

169.9

189.71

170.02

182.95

138.83

143

39.43

51.45

80.63

75.42

116.66

50.52

171.96

149.52

142.49

149.21

170.63

166.85

188.73

169.12

181.49

138.1

144.19

39.7

48.55

76.54

74.58

116.11

49.85

171.98

147.44

140.83

146.2

169.15

170.1

194.9

172.66

185.06

141.06

147.7

38.95

52.36

79.82

74.54

113.82

50

169.33

146.63

142.16

142.6

161.52

168.3

193.26

175.64

188.75

145.39

151.69

39.38

52.23

80.76

76.28

116.67

50.58

171.28

150.16

144.28

14471

165.08

171.31

197.91

175.38

188.09

144.59

150.38

39.68

51.03

76.6

71.67

111.71

49.48

166.08

146.14

137.88

142.28

162.9

169.79

196.6

174.62

188.77

145.64

152.01

38.27

50.83

73.76

71.87

110.81

49.27

168.46

147.91

145.18

142.98

161.15

170.31

196.37

175.52

188.68

145.59

151.13
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