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近红外光谱技术测定紫花苜蓿青贮鲜样的发酵品质
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摘 � 要 � 及时了解青贮饲草的发酵品质, 如青贮饲草中氨态氮( NH3�N) , 乳酸( LA) , 乙酸( AA ) , 丁酸( BA)

含量, 对畜牧业生产具有重要意义。应用偏最小二乘回归法( PLS)、傅里叶变换近红外光谱技术和液氮冷冻

制样技术, 建立了适合不同品种, 不同生育期, 不同茬次和不同青贮方法即时测定青贮苜蓿鲜样中氨态氮,

乳酸, 乙酸, 丁酸的近红外校正模型, 以期对 NIRS 在测定紫花苜蓿青贮样品中这些物质的可行性进行分

析。所建模型的交叉检验决定系数( R2
CV )为0� 602 4~ 0� 949 7, 交叉检验标准误( RM SECV)为0� 559~ 3� 78 g

� kg - 1鲜重。用检验集样品对模型进行外部检验, 预测相关系数( r )为 0� 882 6~ 0� 985 3, 预测标准误为

0� 571~ 3� 15 g� kg - 1鲜重。结果表明, 采用适当的样品处理方法和光谱分析技术可以实现近红外光谱技术

对苜蓿青贮样品发酵品质的评定。
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引 � 言

� � 由于牧草生长的季节性, 家畜生产单位往往将其制成青

贮饲料作为反刍家畜日粮的固定组成成分。青贮料具有较高

的营养价值, 且能保持鲜嫩多汁的特性, 为广大家畜所喜

食。但青贮手段不同, 青贮料的质量会有很大差异。青贮过

程中的不正确操作会导致牧草营养物质大量损失, 饲草的适

口性变低, 影响家畜的干物质采食量[ 1�3] 。因此, 饲喂之前及

时了解青贮饲料的发酵状况, 对于合理搭配家畜日粮组成,

提高饲喂质量具有重要意义。

衡量青贮质量的指标主要有 pH, 氨态氮含量, 乳酸、乙

酸、丙酸、丁酸含量等。目前, 常规测定这些指标的方法, 耗

时, 耗力, 成本高, 不能实现青贮料发酵品质的即时测定。

近红外技术是近几十年来兴起的有机物快速分析技术, 具有

快速, 准确, 成本低的特点, 目前已在各个领域得到广泛应

用[4�12] , 但将其应用于青贮饲料发酵品质测定的研究报道还

较少。

青贮料中的氨态氮和各种有机酸是易挥发性物质, 因此

利用近红外技术进行分析时必须在新鲜状态下测定, 这给测

定带来了一定的困难。一方面是鲜样不易制备均一的样品,

另一方面是水分在近红外区的大量吸收会掩盖其它成分的信

息[ 13, 14] 。同时青贮料中这些物质含量较低也给近红外测定

带来了一定的困难。不过, 随着近红外分析技术的成熟和样

品处理方法的改进, 近红外技术已经突破了这种障碍。Park

的研究结果表明, 近红外光谱技术可以准确测定禾草青贮样

品中的乳酸、乙酸、丁酸含量, 但是在测定丙酸时效果稍差,

其中乳酸, 乙酸与丁酸的建标决定系数( R2 ) , 交叉检验决定

系数( R2
CV ) , 建标标准误 ( RM SEC) , 交叉检验标准误 ( RM�

SECV )分别为 0� 84~ 0� 91, 0� 73~ 0� 83, 0� 4~ 2� 79, 0� 54~

3� 2 g � kg- 1鲜重[ 15] 。Sor ensen 的试验表明, 近红外技术能

够很好地预测禾草青贮及玉米青贮中的乳酸, 氨态氮, 乙酸

含量[ 16] 。本研究以苜蓿做为青贮原料, 分生育期, 茬次, 青

贮方法制备了青贮样品 , 以期对近红外测定苜蓿青贮料发酵

品质的可行性进行分析。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
种植于中国农业科学院畜牧研究所试验地的紫花苜蓿中



苜一号, 中苜二号两个品种, 按四茬分生育期收割 , 并分别

按四种常用青贮方法进行处理, 即甲酸处理样, 乳酸菌+ 蔗

糖处理样, 半干处理样和鲜样 , 共制备青贮样 160 品份。样

品青贮 45 d, 开封, 每样取 2 份样品, 分别用于常规化学分

析和近红外分析。

1� 2 � 常规分析

将获取的青贮样品用四分法称取约 20 g 放入料理机中

(佛山市顺德区欧科电器有限公司, CDE�220B) , 加入 180

mL 蒸馏水, 匀浆 1 min, 然后将匀浆液过四层纱布, 再将滤

液过定性滤纸。将制备的滤液 50 mL , 放入离心机中, 于

3 500 r� min- 1离心 15 min, 取上清液 5 mL 过 0� 45 �m 滤

膜, 滤液用于有机酸分析。有机酸分析采用液相色谱法, 所

用分析条件为[17, 18] : 色谱柱, KC�811 co lumn, Shodex , Shi�
madzu(日本) ; 检测器为二极管阵列检测器 ( SPD�M 10Avp,

日本, 岛津公司) ; 柱温为 50 ∀ 。流速1 mL � min- 1 ; 检测波

长 210 nm; 流动相 3 mmo l� L - 1高氯酸。样品中有机酸含量

用如下公式计算。

有机酸含量( g � kg- 1鲜重) =
180+ w # ( 1- a)

w
# �# 10

�为仪器测定值( % ) ; w 为取样重; a 为样品的干物质含

量。

1� 3 � 近红外分析
1� 3� 1 � 仪器与样品光谱测定

将取样后临时存放在冰箱中的未干燥样品放于室温中解

冻, 然后置于液氮( - 196 ∀ )中 20 min, 取出, 迅速放入高

速万能粉碎机( FW100, 天津泰斯特仪器有限公司)中, 粉碎

约 1 min, 以获取均一样品。将粉碎好的样品装入自封袋中,

储存于- 20 ∀ 冰箱中备用。

� � 近红外仪器采用 Thermo Electr on(美国)的傅里叶变换

近红外光谱仪( Antar is)。仪器工作参数为: 谱区范围 4 000

~ 1000 0 cm- 1, 扫描次数 16次, 分辨率 8 cm- 1。

取适量粉碎好的样品装入旋转样品杯中, 上机扫描。每

个样品重复装样 6次扫描, 然后计算其平均光谱, 存入计算

机中。样品的近红外漫反射光谱如图 1 所示。

Fig. 1 � The four random spectra of alfalfa silage

1� 3� 2 � 建立 NIRS 数学模型的方法

将样品分为校正集和检验集。先用校正样品集建立预测

模型, 再做交叉检验, 根据 R2 , R2
CV , RM SEC, RM SECV 等

指标对模型进行优化, 并最终确定模型。然后用检验集样品

对模型进行外部验证。整个过程采用热电公司生产的 TQ

Analy st( 6� 2)光谱定量分析软件进行操作。

2 � 试验结果与分析

2� 1 � 紫花苜蓿青贮发酵品质的化学分析结果
由于本实验制备的青贮样品中绝大多数不含有丙酸, 因

此未能用近红外技术建立测定青贮样品中丙酸含量的校正模

型。表 1 是紫花苜蓿青贮样品中各发酵品质指标的常规分析

结果。

Table 1 � Fermentation contents of the samples( g� kg- 1 fresh weight)

成分 样品数量 最小值/ ( g � kg- 1 ) 最大值/ ( g � k g- 1) 平均值/ ( g � kg- 1 ) 标准差/ ( g � kg- 1)

NH 3�N 160 0� 17 # 10- 1 3� 17 0� 72 0� 71

LA 123 0� 45 # 10- 1 41� 53 15�32 12� 66

AA 160 2�17 24� 13 7� 85 4� 24

BA 109 0� 45 # 10- 1 5� 86 0� 83 1� 09

� � � � 注: NH 3�N: 氨态氮; LA: 乳酸; AA:乙酸; BA: 丁酸

2� 2 � NH3�N、乳酸、乙酸、丁酸近红外校正模型的建立与优
化

实验用 TQ 光谱定量分析软件对获取的光谱进行预处

理, 选择谱区范围, 并确定主因子数。NH 3�N, LA , AA 和

BA 的最佳光谱处理方法和谱区范围见表 2, NH 3�N 的主成
分维数为 15, LA 的主成分维数为 8, AA 的主成分维数为 6,

BA 的主成分维数为 13。由此条件所建立的模型的决定系数

最大, 标准误最小。

Table 2 � Optimal conditions for establishing NIRS prediction models

参数 氨态氮( NH 3�N) 乳酸 乙酸 丁酸

光谱预处理方法 M SC ND+ MS C+ 1 s t NP MSC

光谱范围 9 877� 47~ 4 087� 90 8 994� 9~ 4 123� 2 5 473� 50~ 4 681� 30 9 895� 10~ 4 087� 90

因子数 15 8 6 13

� � � � 注: 1 st derive: 一阶求导; ND: Norris 平滑; MS C:多元散射校正; NP: 不处理

2800 光谱学与光谱分析 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 28 卷



� � 利用以上建模条件, 最终建立的校正模型的建模效果

见表 3。从表中可以看出, 建立的氨态氮、乳酸、乙酸的近红

外校正模型具有较好的建模效果, 其交叉检验决定系数

( R2
CV )分别为 0� 925 7, 0� 949 7 和 0� 912 4, 均在 0� 9 以上,

且各模型的建标标准误差分别为 0� 16, 3� 78, 2� 27 g � kg- 1

鲜重, 接近了化学分析的准确度, 说明所建近红外模型具有

较好的预测效果。建立的丁酸预测模型结果稍差, 其交叉检

验决定系数为 0� 602 4。

Table 3 � Optimization results for the calibration

of models of f ermatation character

指标 n
RM SEC

/ ( g� kg- 1 fresh)
R2

RM SECV

/ ( g� kg- 1 fresh)
R2

CV

氨态氮 110 0� 056 5 0� 966 5 0� 16 0� 925 7

乳酸 100 2� 72 0� 993 7 3� 78 0� 949 7

乙酸 110 2� 05 0� 954 7 2� 27 0� 912 4

丁酸 90 0� 302 0� 672 9 0� 559 0� 602 4

� 注: n: 样品数; RM SEC: 建标标准差; RM SECV: 交叉检验标准差; R2 : 建

标决定系数; R2
CV : 交叉检验决定系数

2� 3 � 校正模型对 NH3�N、乳酸、乙酸、丁酸含量预测效果分

析

校正模型建立后, 采用外部验证的方法对所建模型的预

测效果进行验证。表 4 为用预测模型对检验集样品 NH 3�N、
乳酸、乙酸、丁酸含量的预测结果。从表中可以看出预测样

品各指标的预测值与常规分析值成对数据的双尾 t测验未达

到显著水平, 表明预测值与常规分析值之间差异不显著。外

部验证误差 ( RM SEP ) 分别为 0� 13( NH 3�N) , 3� 15 ( LA ) ,

2� 35( AA)和 0� 571( BA )。散点图 2 表明, 预测值与化学值之

间的相关系数 ( r )分别为 0� 985 3( NH 3�N) , 0� 953 4( LA ) ,

0� 882 6( AA )和 0� 894 9( BA ) , 上述结果表明所建氨态氮、

乳酸、乙酸、丁酸的近红外校正模具有较好的预测效果, 预

测值与化学分析值之间具有很好的相关关系, 可以用所建模

型对未知样品中这些指标进行估测。

Table 4� Evaluation of the calibration models

with validation sets(g� kg- 1 f resh)

指标 n
ANL

/ ( g � kg- 1)

L AB

/ ( g � kg- 1 )
T0� 05

RMS EP

/ (g � kg- 1)

氨态氮 50 0� 73 0�69 NS 0� 13

乳酸 23 13� 86 14� 04 NS 3� 15

乙酸 50 7� 81 7�98 NS 2� 35

丁酸 19 0� 89 0�74 NS 0� 571

� � 注: n: 样品数; ANL: 近红外分析值; LAB: 化学分析值;

T 0� 05 : 双尾 t 测验( 0� 05水平) ; RMSEP: 预测标准差; NS: 差

异不显著

Fig� 2 � Correlation between measured and predicted value of NH3�N( a) , LA( b) , AA( c) and BA(d)

3 � 讨 � 论

� � 为更充分利用有用光谱信息, 降低干扰, 建模时采取了

求一阶导数、多元散射校正、平滑处理等数学处理方法。这

些方法的使用, 使本试验取得了较好的建模效果, 所建各模

型的预测相关系数均在 0� 88 以上。Reeves [ 13] 用苜蓿青贮样

品建立了关于检测有机酸含量的近红外校正模型, 其所建校

正模型的建标决定系数分别为 0� 84 (乙酸 ) , 0� 86 (丙酸 ) ,

0� 80(丁酸 ) , 0� 96 (乳酸) , 对应的检验决定系数分别为

0� 66, 0� 71, 0� 91 和0� 73。Park [ 15] 以禾草青贮为材料获取了

关于氨态氮, 乳酸, 乙酸, 丁酸的近红外校正模型, 模型的

交叉检验决定系数分别为 0� 92, 0� 83, 0� 73, 0� 83。So rens�
en[ 16] 建立了预测禾草青贮及玉米青贮中有机酸含量的近红
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外校正模型, 其中关于禾草青贮的近红外校正模型的交叉检

验决定系数分别为 0� 79(氨态氮 )、0� 93 (乳酸)、0� 74(丁

酸) , 而玉米青贮校正模型的对应结果为 0� 72, 0� 91, 0� 84。

与它们相比本实验建立的关于氨态氮、乳酸、乙酸近红外校

正模型取得了更好的效果, 但建立的丁酸模型效果要低于

Reeves 和 Park。造成本实验丁酸校正模型效果稍差的原因

可能是由于试验所使用的苜蓿青贮中丁酸分布不均的结果。

这点可以从表 1 看出, 所用青贮样品中丁酸含量的最大值为

5� 86 g � kg- 1鲜重, 最小值为 0� 045 g� kg - 1鲜重, 而平均值

为 0� 83 g� kg - 1鲜重, 说明大部分样品的丁酸含量比较低,

这就造成了在高值端缺乏足够的样品来训练模型, 从而使模

型在预测高丁酸含量样品时效果较差。Snyman [19] 并未直接

用近红外光谱仪扫描未干燥样品来建立校正模型, 而是先利

用化学方法将样品中的挥发性有机酸转化为相应的盐, 再对

样品进行干燥处理, 然后进行近红外测定并建立校正模型,

试验取得了较好的建模效果。这种方法虽然克服了新鲜样品

在取样时容易取样不均的缺点, 但整个处理过程时间比较

长, 不能用于指导生产实践。从以上各试验结果看, 近红外

技术能用于测定青贮饲料中的氨态氮及乳酸、乙酸、丁酸等

有机酸含量。

4 � 结 � 论

� � 本研究建立了适合不同品种、不同茬次、不同生育期及
不同青贮方法近红外漫反射光谱技术测定紫花苜蓿青贮样品

发酵品质指标的校正模型。关于氨态氮、乳酸、乙酸、丁酸

近红外模型的交叉检验决定系数分别为 0� 925 7, 0� 949 7,

0� 912 4, 0� 602 4, 交叉检验误差分别为 0� 16, 3� 78, 2� 27,

0� 559 g� kg- 1鲜重。用模型对未参于建标的检验集样品进

行预测, 预测值与化学分析值成对数据双尾 t测验差异不显

著( P> 0� 05) , 预测相关系数在 0� 882 6~ 0� 985 3, 上述结果

表明利用合适的样品制备方法和光谱处理技术可以实现利用

NIRS 技术对苜蓿青贮料发酵品质的评定。
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Evaluation of Fermentation Character of Alfalfa Silage Through Near

Infrared Reflectance Spectroscopy( NIRS)

CH EN Peng�fei1, 2 , RONG Yu�ping 1* , H AN Jian�guo1

1. Co llege of Animal Science and Techno lo gy , China Ag r icultural Universit y, Beijing � 100193, China
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Abstract� I t is ver y impor tant to eva luate the fermentation character o f a lfalfa silage using nea r infrar ed reflectance spectro scopy

technolog y ( NIRS) for animal production, including the content of NH 3�N, lactic acid, acetic acid and butyr ic acid in silag e. In

order t o evaluate the feasibility o f using NIRS to analyze the fo rmat ion character of alfalfa silage, the near infr ared reflect ance

spectro scopy models wer e built for NH3�N, lactic acid, zcetic acid and butyr ic acid in this exper iment. Part ial least squar e re�
g ression ( PLS) , Four ier t ransfo rm techno lo gy and sample pr epar ation w ith liquid nitr og en techno lo gy w ere used to optimize the

model. T he analyzed samples w ere obtained wit h different cultiv ars, maturity, cutting s and ensiling method. The determ inat ion

of cr oss validat ion was betw een 0� 602 4 and 0� 949 7. The standard err or s of cross v alidation w ere betw een 5� 59 # 10- 1 and 3� 78

g� kg- 1 fresh weight. T he validation samples w ere used to test the perfo rmance o f the models. The cor relat ion coefficients be�
tw een the chemical va lue and the NIRS value were betw een 0� 882 6 and 0� 985 3, and the roo t mean squar e err ors o f pr edict ion

were betw een 5� 71 # 10- 1 and 3� 15 g � kg- 1 f resh w eight . The results show ed the N IRS could evaluate the fermentation of the

fresh forag e.

Keywords� Alfalfa silag e; Fermentation character ; Undr ied; Near infr ared reflectance spectro scopy
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