Bakgrund

Botaniska analyser sker i dag i nastan alla odlingstekniska vallforsok dar blandvallar ingar.
Syftet dr att bestdmma procentandelen klOverarter, grés samt ogras. | flera forsoksserier sker
ocksa en bestamning av andelen ingaende grasarter. Analyserna kan ske antingen rutvis eller
ledvis. Av kostnadsskal anvands ofta ledvisa analyser. Det &r dock 6nskvart med rutvisa ana-
lyser sa att en statistisk bearbetning kan utforas.

Tva angivna metoder finns idag for att ta ut proverna i falt. Nar skorden sker med vallskorde-
maskin med hackutrustning tas proven ut fore rutan skordas. Exempelvis genom att ca 12
klippta delprov med 5-7 cm stubbh6jd klipps slumpmassigt per ruta. Sker skorden med en
vallskérdemaskin utan hackutrustning tar man ut 10 representativa delprov ur skérdehdgen
efter vagning. Pa senare ar tas i en del fall botaniska prov ut fran skdrdehdgen dven om
provuttagningshack finns pa vallskérdemaskinen. Oavsett provuttagningsmetod ar det svart
att ta ut ett representativt prov for rutan. De uttagna proverna sorteras darefter i farskt tillstand
I de fraktioner som stipuleras. Provet kan vid behov delas ner till en mindre volym. Ofta hinns
inte proven att sorteras direkt efter uttagningen. De kan da forvaras i kylskap 4-5 dagar. De
olika fraktionerna torkas i torkskéap i max 60° C ett dygn. Darefter vags proven ut och den
procentuella andelen ingaende arter bestams.

For att forenkla detta forfarande har ett par undersékningar gjorts med syfte att fa fram klo-
verhalter i botaniska prov med hjalp av nara infrarod reflektans (NIR). Resultat fran bl.a.
Wachendorf et al. (1999), Locher et al. (2005) och Post et al. (2007) indikerar att baljvéxtan-
del skulle kunna bestdammas tillfredstéllande, men eftersom Wachendorf et al. (1999) och Post
et al. (2007) anvéant sig av intern validering och Locher et al. (2005) dessutom blandat sina
prover fran ett fatal klover- respektive grasprover finns det tveksamheter betraffande kalibre-
ringarnas generalitet och precision i praktisk anvéndning.

NIR-analys anvéands rutinméssigt for kvalitetsanalys av grovfoder (Roberts et al. 2004) och
ger bl.a. information om fiber och proteininnehall (Stenberg et al. 2004). Bada dessa paramet-
rar skiljer generellt ganska mycket mellan baljvéxter och gras varfor NIR-spektroskopi poten-
tiellt skulle kunna skilja mellan atminstone dessa botaniska grupper. NIR-analys forutsatter en
kalibrering som relaterar nya okanda prov till en uppséttning kalibreringsprov med ké&nd bota-
nisk sammanséttning. Det &r en forutsattning att referensproven ar representativa fér de nya,
okéanda, prov som skall analyseras (Wachendorf et al.1999). Dardenne (1996) patalade ocksa
det generella behovet i botaniska material av att uppdatera referensmaterialet med nya prov
varje ar for att kalibreringen aven skall tacka in arsmansvariationer. Locher et al. (2005) lyck-
ades skapa en relativt palitlig modell for att skilja pa baljvaxter och gras, men betonade ocksa
vikten av exakthet i referensmetoden, dvs att sorteringen utfors noggrant och att NIR-
analyserna utfors pa det faktiskt sorterade proven.

Syftet med projektet var att utveckla en strategi dar den NIR-analys som redan i dag gors pa
prover fran vallforsok for fodervardesbestamning, dven skall kunna anvandas for bestamning
av botanisk sammansattning, framforallt kloverhalt. Malet var att utarbeta en robust strategi
for svenska vallfroblandningar och svenska forhallanden som patagligt rationaliserar botanisk
analys i faltforsok. | det aktuella projektet lag fokus pa kloverandel eftersom preliminéra re-
sultat pekar pa en stor potential, men i mindre skala undersoktes dven mojligheterna att analy-
sera andelen av olika gras- och kloverarter. Dessutom jamfordes resultaten med kalciuminne-
hallet, som ger en grov uppskattning om kléverandel.



Material och metoder

Provtagning

Vallférsok dar en botanisk analys samt kemisk analys av den torkade grénmassan gjordes vid
skordetillfallet (tabell 1) anvandes for studien. Proven for botanisk analys togs ut ledvis i
samband med skord. Ett representativt prov om max 1.0 kg togs ut. Detta gjordes pa olika satt
beroende pa ifall vallskordemaskinen var utrustad med hackutrustning eller inte. I det forsta
fallet maste proven tas ut fore rutan skordas. Fran varje ruta klipptes da ett representativt prov
bestaende av ca 12 slumpvisa delprov med 5-7 cm stubbhdjd. Dessa delprov slogs sedan
samman ledvis. | de fall férsoksvallskérdemaskinen saknade hackutrustning togs 10 represen-
tativa delprov ur hogen efter véagning.

Vid provtagningen for torrsubstanshbestamning och kemisk analys togs fran varije ruta ett re-
presentativt prov om ca 10 delprov utom i de fall en automatisk uttagning av hackat material
gjordes. Provstorleken var cirka 1 kg.

Tabell 1. Vallforsok fran vilka prover till den botaniska analysen och kemiska analysen sam-
lades in. De botaniska proven ar insamlade ledvis och de kemiska rutvis. Antal prov analyse-
rade 2009 och 2010.

2009 2010
Antal  Bot. Kem. Bot.
Serie FOrsok Region skordar analys analys analys
Kalibreringsprov
Projekt: Kraftsam-
ling véxtodling
Botanisk samman-
séttning vall Gardsprover  Sjuharad 3 43
L6-4562 PS-107-2006  Langhem 3 30
L6-472 H-12-2006 Kalmar 3 23 65 34
PS-106-2006  L&nghem 3 48 140 40
144 205 74
Valideringsprov
L6-4429 F-5-2006 Jonkoping 1 14
H-8-2006 Kalmar 1 14
1-93-2006 Gotland 1 14
NN-676-2006 Halland 1 13
RANU 10 Demo N-vall  Lénghem 3 36
55 36

Totalt antal prover: 220 205 110

Provberedning och Analyser

Vid den botaniska analysen separerades fraktionerna rodkléver, vitkldver och gréasarter som
ingick i forsoket, samt ej insadda arter (ogras). Proverna fér botanisk analys lag i kylskap na-
gon eller ndgra dagar innan de sorterades. De olika fraktionerna torkades i torkskap i max 60°
C ett dygn. Darefter vagdes proven ut och den procentuella andelen ingaende arter bestamdes.
Proverna for kemiska analyser torkades forst 1 kallufttork innan de fardigtorkades 1 60°C.
Darefter hackades och maldes alla prov med ett 0,7 mm sall pa kvarnen innan NIR-métningar



utfordes. De malda proverna scannades i det synliga vaglangdsomradet (400-700 nm) och det
nara infraroda (700-2500 nm) varvid spektrum med matintervall pa 1 nm erholls. Till detta
anvandes NIR-instrumentet FieldSpec Pro FR (ASDI, Boulder Colorado; www.asdi.com) ut-
rustat med fiberoptik och en extern ljuskélla.

Kalciumanalys (152/2009 EU mod) utfordes pa 165 prover som representerade kloverhalterna
i hela kalibreringssetet.

Utvardering

Vid utvardering av NIR-spektrumen raknades bade réd- och vitklévern in i kloverhalten. Da
de malda torkade proverna fran nagra av forsoken hade kraftigt avvikande farg i det synliga
vaglangdsomradet orsakat av torkningsforfarandet anvandes endast vaglangder mellan 971
och 2500 nm i utvérderingarna.

NIR-matningar har utforts pa de separata botaniska fraktionerna samt pa prover som har blan-
dats pa nytt for att aterskapa den ursprungliga blandningen (tabell.2).

Tabell 2. Antal NIR-méatningar som utforts de olika aren

Ar 2009 2010

NIR; Samtliga botaniska fraktioner 557 294
NIR; Sammanslagna botaniska prov 220 110
NIR; Prov fran kemisk analys 205

Kalibreringar for att bestamma kloverandel har gjorts utifran NIR-spektrum pa kalibrerings-
proven i tabell 1 med partial least square (PLS) regression. PLS anpassar empiriskt vaglang-
derna till, i detta fall, kléverandel med en linjar modell. Kalibreringarna utfordes i programva-
ran Unscrambler 10.2 (Camo A/S, Oslo; www.camo.com).

Statistiska begrepp som anvands i utvéarderingen ar:

RMSEC Root Mean Square Error of Calibration
RMSECV Root Mean Square Error of Cross-Validation
RMSEP Root Mean Square Error of Prediction

R? Prediktionskoefficient

Olika strategier for att uppna den basta och mest kostnadseffektiva kalibrering for varje forsok
jamfordes. Grundstrategin bestod av kalibreringar med enbart kalibreringsproven i tabell 1.
Detta var den enklaste strategin. Den forutsatter en generell kalibrering som med tillrackligt
hdg upplésning representerar alla de typer av prov som kan komma att analyseras. Dessutom
testades fyra likartade strategier (A-D) med syftet att forbattra kalibreringen genom att géra
dem mer representativa. For detta togs ett fatal prover fran respektive forsok och lades till ka-
libreringssetet. Detta gjordes for ett forsok i taget och foljaktligen fick varje forsok sin unika
kalibrering. I A valdes de 3 prov med hogst, 1agst respektive genomsnittlig kloverandel ut
som det mattes med referensmetoden och i B som de mattes med grundkalibreringen. I C la-
des samma prover som i B till tio ganger for att 6ka deras betydelse i kalibreringen. | D lades
ocksa samma prover som i B till, men dessutom en kloverstege (0-100% i 5 % steg) som
blandades genom att vikta spektrum av rena kléver- och grasprov fran respektive forsok.

For att kunna relatera felen i kloverkalibreringarna till osékerheten i de nuvarande manuella
botaniska analyserna utfordes NIR-analys dven pa de rutvisa prov som skickades till kemisk
analys inom ramen for respektive forsok. Eftersom malséttningen ar att dessa prov och de



NIR-spektrum som rutinméssigt tas pa dem for kemisk analys skall kunna anvéandas aven for
den botaniska analysen &r det viktigt att dessa prov ar nagorlunda utbytbara med dem for bo-
tanisk analys. Genom att jamfora predikterade varden for proven fran botanisk analys med de
fran kemisk analys kan osdkerheten dem emellan grovt skattas. De kemiska analyserna utfor-
des 2009 rutvis och den botaniska analysen ledvis. Darfor beraknades ett medelspektrum av
de tre spektrum fran den kemiska analysen som motsvarade den botaniska analysen detta gav
64 spektrum. De spektrum fran den botaniska analysen med motsvarande prover for den ke-
miska analysen anvandes for att gora en PLS-modell. Denna modell anvéndes sedan for att
prediktera kloverhalten utifran spektrumen fran proverna avsedda for kemisk analys.

Kalciumanalyser utfordes pa 165 prover utvalda for att fa sa stor spridning i kléverhalt som
mojligt. Detta for att utvardera kalciumhaltens relation till kloverhalten. Med hjalp av en
finskt algoritm "Artturi Kléverhalt utifran Ca-halten” som uppskattar kldverhalten utifran kal-
ciumhalten utvérderades kalciumanalyserna. Ett program for detta finns pa hemsidan:
https://portal.mtt.fi/portal/page/portal/Artturi/svenska_artturi/artturi_biblioteket/utraknare/klo
verandel_utifran_ca_halten/rakna_ut

Resultat
| tabell 3 redovisas medeltalen och standardavvikelsen i forsoken som ingar i studien

Tabell 3. Kldverhalter i de olika forsoken i studien

Serie Forsok Ar  Skord Kloverhalt
2009 2010

Medel Std Medel Std

Kalibreringsprov

Projekt Kraftsamling
vaxtodling, Botanisk

sammansattning vall Gardsprover 2009 1 11 7
2 14 8
3 23 15
L6-4562 PS-107-2006 1 18 18
2 22 19
3 24 18
L6-472 H-12-2006 1 24 12 17 14
2 40 25 24 20
3 46 27 32 19
PS-106-2006 1 14 13 12 7
2 29 26 20 19
3 24 20 16 13
Valideringsprov
L6-4429 F-5-2006 2009 1 26 20
H-8-2006 1 9 7
1-93-2006 1 4 2
NN-676-2006 1 20 14
RANU 10 Demo N-vall 2010 1 51 15
2 64 11
3 55 9




Med den generella PLS-modellen bestaende av enbart kalibreringsproverna i tabell 1 blev re-
sultated for prediktion av kléverandel i de oberoende valideringsproverna (figur 1) ett R-
varde pa 0,88 och RMSEP = 9,4 % klover.

Kalibrering: RMSEC
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Figur 1. Kloverhalten med referensmetoden jamfort med den predikterade kléverhalten i den
generella PLS-modellen.

| strategierna A-D dar ett fatal prover fran respektive valideringsforsok fick forstarka kalibre-
ringen och gdra den mer representativ gjordes prediktioner for varje férsok och skord for sig.
Resultaten redovisas i tabell 4. Bast var strategi C med de uppviktade forsoksspecifika refe-
rensproven tillagda (figur 2 och tabell 4).
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Figur 2. Kléverhalten i valideringsproven predikterad med strategi C



Tabell 4. Valideringsresultaten av strategierna A-D i de olika forsdken och skérdarna, sam-
manslagna resultat for samtliga forsok och skordar med strategierna A-D, samt resultaten for
den generella kalibreringen som jamforelse

Ar Skord Forsok Strategi RMSEP R?
(% klover)
2009 1 F-5-2006 A 8,3 0,78
B 8,1 0,79
C 3,4 0,96
D 9,3 0,72
1 H-8-2006 A 6,8 0,76
B 6,8 0,75
C 4,5 0,87
D 6,7 0,82
1 1-93-2006 A 6,0 0,88
B 4,5 0,93
C 4.9 0,89
D 4.4 0,95
1 NN-676-2006 A 4.7 0,81
B 4,1 0,91
C 4,7 0,88
D 6,6 0,79
2010 1 Demo N-vall A 13,8 0,80
B 14,0 0,80
C 6,7 0,94
D 10,1 0,88
2 Demo N-vall A 8,4 0,96
B 10,7 0,95
C 7,9 0,96
D 7,9 0,97
3 Demo N-vall A 12,9 0,85
B 12,7 0,85
C 12,5 0,81
D 13,7 0,79
Sammanslagna A 8,0 0,89
B 8,0 0,89
C 6,8 0,92
D 8,5 0,88
Generella PLS-modellen 9,4 0,88

Prediktion av andra arter

Mojligheterna att gora kalibreringar som kan skilja mellan olika grasarter testades ocksa och
resultaten aterges i tabell 5. Samma kalibrering- och valideringset som i figur 1 anvandes till
alla olika grasarter. For att forbéattra resultatet for timotej gjordes ett nytt valideringset dar
endast de led dar timotej hade sorterats fram anvandes (figur 3).



Tabell 5. Forsok att prediktera andra grésarter med den generella PLS-modellen

Art R’ RMSEP
Timotej 0,50 22,0
Engelskt rajgras 0,40 16,7
Angsvingel 0 21,5
Rajsvingel 0 32,7

RMSEP=19,3%
R?=0,53

Figur 3. Prediktion av timotejhalten.

Predikterad kléverhalt i proverna fran den kemiska analysen.

De prover som togs ut for kemisk analys 2009 skannades ocksa med NIR-instrumentet. | figur
4 visas den PLS som gjordes med enbart de botaniska prover som det fanns kemiska prover
for. Denna modell anvéndes sedan for att prediktera kloverhalten i de kemiska proverna (figur
5). I den jamforelsen anvandes det genomsnittliga predikterade vardet fran de tre upprepning-
arna. Resultatet visar pa en tydlig bias i kemproverna i form av underprediktion. Efter kor-
rektion av bias ar skillnaden betydligt mindre. RMSECYV korrigerat for bias ar 10,9 % jamfort
med okorrigerat som ar 13,5 % (figur 5). Underprediktionen maste bero pa en systematisk
skillnad i spektrumen mellan de tva dataseten. En noggrann jamforelse av spektrumen i de tva
dataseten visar att de skillnader som finns & sma och de antyder en nagot hogre vattenhalt i
kemproven.
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Figur 4. Fullt korsvaliderad PLS-modell for de 64 botaniska prover som det finns motsva-
rande kemiskt prov for.



En analys av de tre upprepningarna av proverna fran kemanalysen visade att den genomsnitt-
liga skillnaden mellan det hdgsta och lagsta predikterade vérdet var 11 % kl6ver och att den
genomsnittliga standardavvikelsen mellan de tre upprepningarna var 5,8 % klover.
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Figur 5. Kloverhalten i de 64 proverna fran den kemiska analysen predikterad med hjalp av
modellen fran figur 4.

Kldverhalt jamfort med kalciumhalt

Kalciumhalten analyserades pa 165 prover varav 21 prover ingar i kloverstegen. Sambandet
mellan kalcium- och kléverhalt visas i figur 6.
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Figur 6. Kalcium innehall (g/kgts) jamfort med provets kloverhalt (%) fran den botaniska ana-
lysen.

Kloverhaltsbestamning med programmet " Artturi - KIoverhalt utifran Ca-
halten”

Resultatet fran hur programmet estimerar kloverhalten med hjélp av kalciumhalten i grodan
visas i figur 7. Sambandet ar likvardigt med det i figur 6, men Artturi-modellen ger ett bety-
dande systematiskt fel.
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Figur 7. Kl6verhalt predikterad med “Artturi Kléverhalt utifran Ca-halten” inkluderar den
ihopblandade kloverstegen

Diskussion

Det 6vergripande resultatet fran studien ar att forutsattningarna att bestamma kléverhalt fran
ett torkat och malt prov ar mycket goda. Till skillnad fran tidigare studier (Wachendorf et al.,
1999; Locher et al., 2005; Post et al., 2007) har vi har validerat NIR-kalibreringarna med pro-
ver fran helt andra forsék och andra gardar an kalibreringsproven och de kan i den meningen
betraktas som helt oberoende. Detta ger resultaten en stor tillforlitlighet. Det bor dock obser-
veras att kalibrerings- och valideringsprov harstammar fran samma ar och fran ett relativt litet
antal forsok och platser. Ytterligare validering ar darfor att rekommendera, sarskilt for den
generella kalibreringen. Vara resultat visade ocksa att en inte helt obetydlig genomsnittlig
forbattring kunde uppnas genom att forstarka den generella kalibreringen med sa fa som tre
val valda prov fran respektive forsok om dessa viktades upp 10 ganger. Férbattringen var
dock ojamn mellan valideringsforsoken. | nagra fall mer &n halverades prediktionsfelen me-
dan det i andra fall inte hade nagon effekt alls. Det finns dock anledning att misstanka att nar
ytterligare variation i form av arsman fors in sa kommer denna typ av lokalt forstarkta kalibre-
ringar att vara robustare, men detta aterstar att undersoka.

Aven om de forstarkta kalibreringarna dels innebdr att botanisk sammansattning fran nagra
prov fran varje nytt forsok fortfarande maste analyseras manuellt och att dessutom predikt-
ionsforfarandet blir ndgot mer komplicerat kommer tidsvinsten anda att vara mycket stor. For-
starkningsproven bor dessutom efterhand inkluderas i den generella kalibreringen och med ti-
den kommer denna att bli mer och mer robust. Pa sikt kan det innebéra att det arliga antalet
manuella prover kan reduceras avsevért.

Nér det galler att skilja mellan olika grésarter ser resultaten betydligt mindre lovande ut &ven
om en viss formaga att bestimma andelen timotej och engelskt rajgras kunde visas. Om detta
kan forbattras med t.ex. ett storre kalibreringsmaterial ar svart att séga.

En stor fordel med att NIR-metoden &r att den ger béttre forutsattningar att bestamma kléver-
halten rutvis, och inte bara ledvis, i och med att prover for kemisk analys analyseras rutvis
och att flera av de kemiska analyser som gors utfors genom NIR-analys. Det innebér att NIR-
analysen inte innebér nagon extra kostnad. En komplikation i detta avseende &r att vi i var
studie kunde se en kraftig systematisk avvikelse mellan en kalibrering utford pa NIR-
spektrum fran proverna for botanisk analys och prediktioner av motsvarande prov for kemisk
analys, vilket orsakar ett ganska stort prediktionsfel (RMSEP=13,5 %; Figur 5). Denna skill-



nad gar inte att forklara med att det skulle vara nagon systematisk skillnad mellan de tva olika
dataseten med avseende pa kldverhalt. Det troligaste ar att det ar fraga om en artefakt som be-
ror pa olikheter i hur proverna hanterats efter uttaget. En narmare analys av spektrumen indi-
kerade att proverna for kemisk analys varit nagot samre torkade innan de maldes och analyse-
rades jamfort med proverna fran den botaniska analysen. Proverna for kemiska analyser tor-
kades forst 1 kallufttork innan de fardigtorkades i 60°C medan proverna for botanisk analys
torkades i torkskap direkt. En prelimindr, inte lika noggrant validerad, studie med enbart pro-
ven i figur 4 och 5 visar att en kalibrering utford pa prover fran den kemiska analysen funge-
rar precis lika bra som den fran de botaniska proven. For fortsatt kalibrering rekommenderar
vi darfor att NIR analysen gors enbart pa proverna fran den kemiska analysen.

Det fanns ett tydligt samband mellan kléverhalten och kalciumhalten. Korrelationskoefficien-
ten var dock nagot lagre (0,80) jamfort med prediktionskoefficienten for NIR-kalibreringarna
(0,88-0,92). Nar prediktionsformagan testades genom det finska programmet Artturi tillkom
dessutom ett betydande systematiskt fel. Eftersom vara prov harstammar fran tva ar och ett
flertal olika forsok forlagda pa olika platser &r risken stor att detta systematiska fel inte &r en
tillfallighet. Artturi-modellen bor darfor anvandas med viss forsiktighet. Om fler prov fran yt-
terligare ar och forsok inkluderas borde det emellertid finnas goda utsikter att justera kalibre-
ringen. Att anvanda Artturimodellen kraver dock den extra analysen av kalcium medan NIR-
analysen anda utfors i den man kemiska analyser utfors i forsoken.

Proverna fran denna studie finns lagrade sa att nya matningar med ett annat NIR-instrument
kan utforas.
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