UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO

DAVI LEAL BARBOSA

AVALIACAO DE DIFERENTES MARCADORES E ESTRATEGIAS
ANALITICAS: INTERPRETACAO DE PERFIS CINETICOS DE
PASSAGEM DE PARTICULAS E O IMPACTO DESSAS ESTIMATIVAS
SOBRE A DIGESTIBILIDADE DA FIBRA EM NOVILHOS

CAMPOS DOS GOYTACAZES — RJ
MARGCO DE 2018



DAVI LEAL BARBOSA

AVALIACAO DE DIFERENTES MARCADORES E ESTRATEGIAS
ANALITICAS: INTERPRETACAO DE PERFIS CINETICOS DE
PASSAGEM DE PARTICULAS E O IMPACTO DESSAS ESTIMATIVAS
SOBRE A DIGESTIBILIDADE DA FIBRA EM NOVILHOS

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncia Animal.

ORIENTADOR: PROF. RICARDO AUGUSTO MENDONCA VIEIRA

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
MARCO DE 2018



AVALIACAO DE DIFERENTES MARCADORES E ESTRATEGIAS
ANALITICAS: INTERPRETACAO DE PERFIS CINETICOS DE
PASSAGEM DE PARTICULAS E O IMPACTO DESSAS ESTIMATIVAS
SOBRE A DIGESTIBILIDADE DA FIBRA EM NOVILHOS

Dissertacdo apresentada ao Centro de Ciéncias
e Tecnologias Agropecudrias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia Animal.

Aprovada em 23 de fevereiro de 2018.

Comissao Examinadora:

Dr. Raphael dos Santos Gomes (D. Sc., Zootecnia) — UENF
(Coorientador)

Dr. Matheus Lima Corréa Abreu (D. Sc., Ciéncia Animal) - UFMT
(Coorientador)

Prof. Leonardo Siqueira Gléria (D. Sc., Genética e Melhoramento) - UENF

Prof. Ricardo Augusto Mendonca Vieira (D. Sc., Zootecnia) - UENF
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

A Deus pela familia maravilhosa que me deu, aos meus amados pais, Genecy
Barbosa de Oliveira e lone dos Reis Leal Barbosa pelos ensinamentos essenciais
em minha vida, e minha irm& Débora Leal Barbosa Gomes e seu marido Marcelo
Carvalho Gomes pelo carinho e apoio, a minha namorada Pamella Inacio Moreira
pelo incentivo e animo, carinho e compressao;

A minha avé Eulina dos Reis e bisavé Neusa Furtado por sempre estarem ao meu
lado se preocupando e procurando sempre fazer o melhor por mim;

Ao orientador Ricardo Augusto Mendonga Vieira, agradeco a confianga em mim
depositada, a dedicacdo e ensinamentos transmitidos;

A equipe da caprinocultura: Jhone Gleison Oliveira, Nardele Junior, Débora Evellin,
Raphael Gomes, Arthur Lobo, Marcelo Cabral, , Laila Ramos, Daniel Dardengo
pela grande ajuda na realizacdo dos trabalhos, pelos momentos de descontracdo
e agradavel convivéncia,

Aos amigos que estiveram do meu lado mesmo a distancia, Flavio Henrique, Karla
Rodrigues, Carlos Henrique, Antonio Paulo, Matheus Lima, André Erthal e Julia
Wronski;

Aos amigos, que considero irmaos, Jefferson Thadeu, Rafael Freitas, Matheus
Lourenco, Thiago Aguiar, Davi Simdes, Jhone Gleison e Daniel Dardengo, pelas
grandes ajudas e, principalmente, pela excelente convivéncia e bons momentos
compartilhados que tornaram meus dias aqui mais agradaveis;

Aos professores Alberto Magno Fernandes, Rita Trindade, por terem me passado
todo conhecimento técnico e cientifico para minha formacgéo profissional, e mais
gue professores foram amigos e conselheiros;

Ao grande amigo Jhone Gleison de Oliveira, pelos seus muitos ensinamentos,
Otima amizade e a ajuda sempre concedida;

Aos meus amigos de longa data Joice Hellen, Edilane Fraga e Ailson e ao meu
Primo Dan Barboza por estarem sempre presentes em minha vida;

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, pela oportunidade de
realizacdo do curso, crescimento pessoal e profissional. A Comissdo de
Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPES), pela concesséo da bolsa
de estudo;

A todos aqueles que mesmo nao tendo sido nominados tive a oportunidade de
conviver nesses Ultimos cinco anos e que muito contribuiram para que eu pudesse
chegar até aqui.

Muito obrigado!!!



«;

ersista em seus sonhos, pois o primeiro passo para
vitoria é des_e/lar vencer. Sem lutas niao haverd vitoria, sem

incentivo nao haverd vontade’.

joﬁn Wes/ey



RESUMO

BARBOSA, Davi Leal. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Fevereiro de 2018. Avaliacdo de diferentes marcadores e estratégias
analiticas: interpretacdo de perfis cinéticos de passagem de particulas e o
Impacto dessas estimativas sobre a digestibilidade da fibra em novilhos.
Orientador: Professor Ricardo Augusto Mendonca Vieira.

O presente trabalho teve como finalidade avaliar diferentes marcadores e técnicas
analiticas de recuperacdo dos marcadores nas fezes sobre as estimativas dos
parametros do transito de particulas e sua influéncia sobre a precisdo e a acuracia na
estimacdao da digestibilidade e da massa ruminal de fibra em novilhos. Foi ajustado o
modelo monocompartimental (GN) aos perfis de cinética de transito de particulas
fibrosas marcadas para estimativa da quantidade diaria de fibra digerida (Dgpy) € da
massa ruminal de fibra (Qrpy) cOm 0s marcadores cromo (Cr), eurdpio (Eu), lantanio
(La) e itérbio (Yb). As amostras de fezes foram tratadas antes da leitura dos
marcadores. Os tratamentos foram realizados nas amostras secas e moidas das fezes
e consistiram em: tratamento padréo (sem lavagem), tratamento com agua deionizada
e tratamento com &cido acético 0,1 Mol L1. A avaliagcdo empirica do poder preditivo
do modelo foi realizada por meio da combinagcdo de métodos estatisticos sobre as
predicbes do modelo. As medidas de adequacdo empregadas na avaliacdo empirica
dos modelos foram o fator de eficiéncia do modelo (FEM), intervalos de confianga para
0S parametros e o teste de hipdtese conjunta para o intercepto igual a zero e a
inclinacéo igual a um. Também foram utilizadas técnicas adicionais que permitiram
avaliar a precisdo, como o coeficiente de correlacdo de concordancia (CCC) e a
acuracia do modelo (Cb), o viés médio (MB), o coeficiente de determinac¢éo do modelo
(CD) e o quadrado médio do erro de predicdo (MSEP). As estimativas dessas medidas
foram obtidas por meio do software MES. A partir do modelo GN foi possivel predizer
com acuracia e precisado a variavel Qgpy utilizando apenas os marcadores Cr, Eu e
La. Nesta avaliacdo o Cr galgou os melhores valores para os indices r? (coeficiente
resistente de determinacdo), CD, MSEP, MEF, MB, CCC e Cb. Para a variavel Dgpy 0
poder preditivo do modelo GN nao foi capaz de estimar para nenhum dos marcadores,
entretanto, o Cr novamente, independente do tratamento fecal, teve as melhores
avaliacdes dos indices MSEP, MEF, MB, CCC e Ch. Os tratamentos fecais ndo
afetaram o Cr, no entanto melhoraram as estimativas dos metais terras raras de forma
geral, porém com o Yb, nédo foi possivel estimar com acuracia a Qgpy. O Eu e La se
tratados obtém resultados semelhantes ao Cr.

Palavras-chave: Cinética de transito, digestibilidade da fibra, marcadores externos.



ABSTRACT

BARBOSA, Davi Leal. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. February, 2018; Evaluation of different markers and analytical
strategies: Reading kinetic passage rate models of particles and the impact
on fiber digestibility in bullocks. Advisor: Professor Ricardo Augusto
Mendonga Vieira.

The goal of this study was to evaluate different markers and analytical techniques
of markers’ recovery in feces on parameters estimates of particles transit and its
influence on precision and accuracy for estimating the digestibility and ruminal fiber
mass in steers. The monocompartimental model (GN) was set up to kinetic profiles
of fiber particles transit to estimate the daily amount of digested fiber and ruminal
fiber mass using Chrome (Cr), Europium (Eu), Lanthanum (La) and Ytterbium as
markers. Fecal samples were treated before the markers reading. The following
treatments were done on dried and ground fecal samples: control treatment (without
wash), deionized water and acetic acid 0.1 Mol L. Empirical evaluation of
predictive models was done through the combination of statistical models upon
model predictions. Measurements of adequacy applied on model’'s empirical
evaluations were: coefficient of model efficiency (FEM); reliability intervals for
parameters; and hypothesis test for intercept equal to zero and tendency equal to
one. Also, additional techniques applied allowed evaluating the accuracy, such as
coefficient of concordance correlation (CCC) and model accuracy (Cb), median bias
(MB), coefficient of model determination (CD) and mean squared error of prediction
(MSEP). The measures estimates were obtained by MES software. With GN model,
it was possible to predict the variable with accuracy and precision using the markers
Cr, Eu and La. For this study, Cr obtained greater results to r? index (coefficient of
resistant determination), CD, MSEP, MEF, MB, CCC and Cb. To the variable,
predictive power of GN model was not capable of estimating for none of the
markers, although Cr again presented greater results for MSEP, MED, MB, CCC
and Cb indexes independently of fecal treatment. Fecal treatments did not affect
Cr, however they improved the estimates of Rare-earth metals, but it was not
possible to estimate accurate parameters for Yb. If Eu and La are treated, they
presented similar results to Cr.

Keywords: transit kinetics, fiber digestibility, external markers.
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1. INTRODUCAO

Ruminantes, em condi¢des naturais, ttm como principal alimento a forragem.
Entretanto, devido a sazonalidade e caracteristicas fisiolégicas das plantas, elas
podem apresentar concentracdes variaveis em seus componentes ao longo do ano.
(VAN SOEST, 1994). Como consequéncia, a forragem consumida se comporta de
maneira desuniforme no trato gastrintestinal (TGI), podendo maximizar ou reduzir o
desempenho dos ruminantes de interesse zootécnico.

O ramen-reticulo se comporta como uma camara de fermentacdo complexa.
Em geral, seu conteudo € heterogéneo e estratificado, apresentando fases liquida,
sélida e gasosa. O conteudo fibroso e a fase liquida estdo sujeitos a constante
movimentacdo, onde o liquido se mistura a fibra pela contracdo dos pilares ruminais
e reticulares. A populagdo microbiana é mantida ativa pelo suprimento regular de
substrato e 0s mecanismos que adicionalmente tornam o ramen um ecossistema
singular sdo a ruminacao, a eructacdo, o suprimento de saliva (tampéo quimico), a
motilidade e a remocdo de produtos finais por assimilacdo ou passagem.
(CZERKAWSKI, 1986).

A extenséo da digestdo microbiana dos carboidratos no rimen € modulada pela
degradabilidade e o tempo de permanéncia do alimento no 6rgdo (BLAXTER et al.,
1956; WALDO et al., 1972), dessa forma a interacdo entre o desaparecimento por
absorcado ou passagem atrelado a mecanismos fisiolégicos do animal e condi¢des do
ambiente alimentar (MERTENS, 1987) implicam variaces no consumo alimentar.
Mertens (1997) propés um modelo para explicar o desaparecimento da fibra da
camara de fermentacdo em ruminantes. O modelo sugere que 0 consumo maximo de
matéria seca potencialmente digestivel sofre maior influéncia da qualidade da fibra
ingerida e taxa de passagem do que pela taxa de digestao. Entretanto, estudos citados
por Mertens (1997) demonstram ainda que a ingestdo de matéria seca (IMS) por vacas
leiteiras tem relacdo direta com a degradabilidade da FDN (fibra insolavel em
detergente neutro). O autor ainda relata que o conteiddo de FDN é o melhor
componente do alimento para estimar a IMS em ruminantes.

Os experimentos de digestao in vivo constituem a forma mais exata para se

obter o valor nutritivo dos alimentos. No entanto, apresentam limitacdes de tempo,



mao de obra e grande quantidade de material a ser avaliado, além disso, as variacdes
entre animais séo fatores limitantes para a acuracia da técnica. Uma boa alternativa
para contornar esses problemas séao os estudos de degradabilidade da fibra in vitro.
Essas técnicas compreendem estudos sobre o desaparecimento da massa do
material incubado ao longo do periodo de incubacao (PELL et al., 1994).

As técnicas in vitro merecem destaque por apresentarem como vantagens a
rapidez e uniformidade fisico-quimica do microambiente de fermentacédo. (MALAFAIA
et al., 1998). Quando o objetivo do ensaio € determinar as propriedades intrinsecas
do alimento, as condicfes in vitro tém elevada confiabilidade, pois, permitem maior
controle do ambiente possibilitando isolar as caracteristicas de interesse do alimento.
Mas, apesar de serem muito utilizadas, podem apresentar falhas quando extrapoladas
para uma condicdo de rumen, isso pode ocorrer por ma conservacdo do inéculo
ruminal, do acréscimo de nutrientes essenciais para preparacdo do meio de cultura,
dos tampbes e equipamentos que podem nao garantir as condicdes de pH e
anaerobiose necessérias. (VAN SOEST, 1994).

A técnica da fibra marcada demonstra-se eficiente em estimar os parametros
de passagem das particulas alimentares pelo TGl dos ruminantes. Contudo, o0s
marcadores externos devem ser usados com cautela, devido a variagdes em técnicas
de marcacdo que proporcionam mudangas na densidade e na degradabilidade das
particulas marcadas, assim como também € possivel a ocorréncia de migracdo do
marcador originalmente complexado a fibra que se intencionou marcar para outras
particulas do alimento ou da prépria digesta. (UDEN et al, 1980; EHLE, 1984; COMBS
et al., 1992).

Assim, as estimativas de digestibilidade e cinética de transito obtidas a partir
das técnicas de incubacéo in vitro e por fibra marcada podem gerar dados confiaveis
e Uteis a nutricdo de ruminantes, tais como: quantidade de massa de fibra no ramen
e quantidade de fibra digerida no TGI.

Porém, a técnica da fibra marcada ainda possui limitagcées, pois mesmo depois
dos metais complexados a fibra, pode acontecer de se desligarem e migrarem para
outras particulas ou ainda ficar na fase liquida do ramen, o que condenaria 0s
resultados obtidos na coleta das amostras e consequentemente na leitura e
interpretacdo dos dados. Por este problema citado, pode-se lancar méao de técnicas
analiticas de lavagem das amostras de digesta ou de fezes para a retirada dos metais

fracamente ligados, que se desligaram da fibra inicialmente marcada e ligaram-se a
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outra, bem como a retirada de metais que sairam juntos com a amostra sem estarem
complexados a nenhuma fibra. A lavagem possibilitard a andlise somente dos
marcadores inicialmente complexados a fibra. (ELLIS e BEEVER, 1984).

Os modelos de dinamica da digestdo ndo sé permitem a previsdo do valor
nutritivo para forragens como também preveem mudangas de caracteristicas
intrinsecas na dieta, e uma melhor compreensédo dos fatores que podem limitar os
processos digestivos. As criticas em relacédo as predicbes de modelos, via de regra
sao mais possiveis de ocorrerem em virtude de estimativas errbneas de parametros
da digestéo e cinética de passagem em vez de problemas na concepcao da estrutura
do modelo. (ILLIUS e GORDON, 1991).

A modelagem é, sobretudo, uma forma de integrar diferentes fenbmenos que,
de outra forma é limitada pelos recursos humanos e materiais disponiveis. Portanto,
€ necessario avaliar o poder preditivo dos diferentes modelos existentes para que
possam ser usados, com menor chance de cometer erros, nas estimativas referentes

a nutricdo e recomendacdes zootécnicas.
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2. OBJETIVO

Avaliar diferentes marcadores e técnicas analiticas de recuperacdo dos
marcadores nas fezes sobre as estimativas dos parametros do transito de particulas
e sua influéncia sobre a precisdo e acuracia na estimacédo da digestibilidade e da

massa ruminal de fibra em novilhos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FIBRA NA NUTRICAO DE RUMINANTES

Devido a facilidade de acesso e adequagdo nos mais variados ambientes, as
forrageiras sdo o principal componente de dietas voltadas para os ruminantes, fazendo
uso dos alimentos concentrados apenas para suplementar as deficiéncias nutricionais
das forragens. As forragens séo importantes fontes de nutrientes, além de fornecer
proteina e energia, proporcionam fibras essenciais a ruminacdo e manutencdo da
saude do ambiente ruminal. Na formulac&o de dietas para os ruminantes, a qualidade
e a quantidade de forragem séo fatores a serem considerados para o atendimento das
exigéncias nutricionais incluindo a necessidade de fibra desses animais. (MERTENS,
1997). Desta forma, as fibras estruturais das plantas tém sido melhor estudadas para
o entendimento do seu comportamento na camara de fermentacdo dos animais
herbivoros.

Ao longo do desenvolvimento vegetativo das plantas, elas passam por
alteracdes estruturais que modificam a concentracdo dos seus componentes assim
como também alteram seu valor nutricional. A disponibilidade dos carboidratos das
forrageiras como nutriente para o animal depende dos acglcares que os compdem,
das ligacGes estabelecidas entre eles e de outros fatores de carater fisico-quimico.
(VAN SOEST, 1994).

No conteudo celular vegetal foram encontrados os carboidratos ndo estruturais
(CNE) como glicose e frutose, e carboidratos de reserva como o amido. Na parede da
célula vegetal destacam os carboidratos estruturais (CE), representados
principalmente pela pectina, hemicelulose e celulose. S&o estes os elementos mais
importantes na determinacdo da qualidade dos alimentos volumosos a serem
inseridos em dietas de ruminantes. (VAN SOEST, 1994). Os CE tém func¢éao estrutural
para os vegetais, fornecendo o suporte fisico necessario para crescimento e
resisténcia das plantas. Os CNE compdem o conteudo celular e exercem funcdes
fisiologicas e de reserva de energia para reproducdo, crescimento e sobrevivéncia
durante periodos de estresse. (VAN SOEST, 1994). A separacdo dos carboidratos
em CE e CNE refere-se unicamente a funcéo destes desempenhada nas plantas, nao
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devendo ser confundido com sua finalidade na nutricdo de ruminantes. (MERTENS,
1987).

Devido a essa funcdo estrutural, dos carboidratos que compdem a parede
celular, € comum a confusdo entre os termos parede celular e carboidratos fibrosos.
O conceito de fibra, aplicado a nutricdo animal, tem como definicdo: fracdo do
alimento, indigestivel ou de lenta digestdo, que ocupa espago no trato gastrintestinal.
(MERTENS, 1997). Sendo assim, ndo pode confundir os termos parede celular com
fibra alimentar, pois, a pectina compde a parede celular e no trato gastrintestinal dos
animais é rapidamente absorvida ndo se comportando como fibra.

A primeira terminologia empregada nas andlises quantitativas de fibra foi
estabelecida por volta de 1860 e englobava todo material fibroso do alimento como
um unico componente dietético, definido entdo como fibra bruta (FB), porém esse
termo ainda permitia subdivisdes, pois fracdes distintas da FB se comportavam com
diferentes eficiéncias de digestdo. Este fato prejudicava o entendimento acerca da
disponibilidade de energia metabolizavel para os animais. Entdo, com a contribuicdo
de Van Soest e Wine (1968) o termo e a propria entidade FB caiu em desuso. Os
autores propuseram o método detergente no qual se dividiu a FB em dois
componentes: a fibra insolivel em detergente acido (FDA), que foi desenvolvida
inicialmente apenas como um tratamento prévio na determinac¢éo da lignina com acido
sulftrico a 72% e a fibra insolivel em detergente neutro (FDN), fracdo da fibra do
alimento que melhor representa a causa de replecdo ou enchimento no TGl A
metodologia proposta pode explicar de maneira mais acurada a disponibilidade de
energia nos processos de digestdo em ruminantes.

A fracdo FDA dos alimentos é composta pelos componentes celulose e lignina
como principais constituintes, além de cinza e alguns compostos nitrogenados. (VAN
SOEST, 1994). A fragdo FDN inclui celulose, hemicelulose e lignina. A primeira
proposta de metodologia para definir a FDN, descrita por Van Soest e Wine (1968),
contemplava a utilizacdo de sulfito de s6dio para remover bases nitrogenadas contidas
nos carboidratos estruturais que compunham a FDN (MERTENS, 2002). Devido ao
excesso de amido, nas amostras de determinados alimentos, o método original era
ineficaz em retirar esse polissacarideo, entdo Van Soest et al. (1991) ajustaram a
metodologia com a inclusédo de amilase estavel a quente no procedimento e retiraram

do procedimento o sulfito de sédio, pois temiam sua influéncia na perda de composto
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fendlico e lignina, a técnica ficou conhecida como método do residuo de detergente
neutro (RDN). Todavia, a técnica ainda apresentava limitagcdes (MERTENS, 2002).

A técnica ainda passou por outras alteracdes, acrescentando novamente o
sulfito de sédio e o uso da amilase com objetivo de eliminar possiveis contaminantes
como proteinas aderidas a parede celular e 0 amido excedente, respectivamente, 0
que permitiu quantificar com precisdo e acuracia a fibra do alimento (MERTENS,
2002). Dessa forma, cabe salientar que a ocorréncia de divergéncia entre resultados
dos teores de FDN entre laboratérios muitas vezes estd associada a escolha da
técnica que foi usada. (MERTENS, 2002). Atualmente o método de referéncia para
quantificar a fibra é feito por meio de tratamento em solucdo detergente neutro com
sulfito de sodio e adicdo de amilase termoestavel padronizada, no que se refere a sua
guantidade minima com atividade enzimatica suficiente durante o processo de
digestéo, sendo o residuo final queimado para corre¢éo das cinzas insoluveis, obtendo
o produto final denominado aFDNmo ou matéria organica fibrosa. (MERTENS, 2002).

Com relacdo a fracao indigestivel da fibra ndo tem como deixar de falar da
lignina, polimero fendlico altamente ramificado com estrutura complexa. Para a planta
ela exerce funcgdo estrutural sendo muito importante no desenvolvimento fisioldgico da
mesma, a medida que a planta se desenvolve ocorre maior acumulo de lignina, fato
que viabiliza o crescimento da mesma. No entanto, a estrutura da lignina se associa
com alguns carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e também se complexa
com determinadas proteinas da parede celular, tornando esses nutrientes
indisponiveis aos processos de digestdo, fato que implica diretamente com a
digestibilidade da fibra para a nutricdo de ruminantes (VAN SOEST e WINE, 1968).
As caracteristicas das plantas tais como composicdo, estrutura e concentracdes
variam de acordo com a origem botanica, tecido que compde a estrutura, idade e

também fatores ambientais aos quais a planta foi submetida.

3.2. ESTIMATIVA DA DEGRADACAO RUMINAL

Os carboidratos sdo compostos organicos que compdem a maior parte dos
sistemas biologicos, além disso, sdo fundamentais para nutricdo dos primeiros niveis
troficos da teia alimentar. (NELSON e COX, 2008). A parede celular vegetal
representa a principal fonte de energia para os herbivoros, e entre eles o que melhor

faz uso da energia quimica contida nessas estruturas sao os ruminantes, que por sua
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vez, tém a capacidade de aproveitar alimentos fibrosos de baixa qualidade e
transformé&-los em produtos Uteis a satisfacdo das necessidades nutricionais humanas
(HOFMANN, 1988; e VAN SOEST, 1994). A retencéo dos alimentos no rimen-reticulo
permite uma relagéo simbiotica entre o animal e 0s microrganismos ruminais capazes
de utilizar os alimentos ingeridos como substratos para o seu crescimento e, como
consequéncia, disponibilizar nutrientes para o hospedeiro. (HUNGATE, 1988).

A capacidade da dieta em suprir os nutrientes exigidos pelos ruminantes e
proporcionar um desempenho ideal € diretamente influenciada pelo consumo de
alimentos, e pela degradabilidade do mesmo. Sabendo da interagdo simbi6tica dos
microrganismos com 0s ruminantes muito tem se feito para desenvolver novas
técnicas para estabelecer as quantidades e os teores de nutrientes necessarios para
melhor resposta dos microrganismos e, consequentemente, dos animais. (NOCEK,
1998; VIEIRA, 1995).

Dentre os componentes que caracterizam o valor nutritivo de um alimento
(consumo, digestibilidade e eficiéncia energética), a digestibilidade é a medida mais
precisa quando comparada as demais. Isto estd relacionado ao fato de a
digestibilidade oferecer menor variagdo entre animais ao estabelecer o valor
alimentar, além do qué, o consumo em ensaios de pastejo é obtido por meio de
estimativas indiretas que ndo sédo tao confiaveis. (VAN SOEST, 1994). O processo de
digestdo da fibra consiste na hidrélise dos polissacarideos e a conversdo dos
monossacarideos resultantes em acidos graxos volateis, gases da fermentacédo e em
calor. (VARGA et al., 1998). Dessa forma, digestibilidade da fibra pode ser definida
como a proporc¢éao da fibra ingerida que nao é excretada nas fezes.

As técnicas de analise para estimar a degradabilidade da matéria organica dos
alimentos, utilizadas na alimentacdo de ruminantes, consistem na quantificacdo do
desaparecimento do substrato durante a incubacdo (TILLEY e TERRY, 1963;
GOERING e VAN SOEST, 1970). Com excec¢ao do caso da producao cumulativa de
gases, onde a digestédo é estimada de forma indireta pela quantificacdo da producéo
de gases.

Os sistemas de digestdo quimica sdo rapidos e oferecem resultados
reprodutiveis, no entanto, néo refletem o processo biolégico digestivo que ocorre no
ambiente ruminal. Dentre as técnicas de degradabilidade do alimento, na nutricdo de
ruminantes, destacam-se 0s ensaios de digestdo in vitro com inécuo de conteudo

ruminal. A realizacdo de ensaios biologicos para quantificagdo da degradacdo do
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alimento tem como vantagens a rapidez e a uniformidade fisico-quimica do
microambiente de fermentacdo. (VAN SOEST, 1994).

3.2.1. Técnicas de degradacéo in vitro

Os ensaios de digestdo in vitro possibilitam estimativas confiaveis sobre a
degradacédo dos alimentos no rumen. Ja existem varias técnicas propostas com o
objetivo de estimar a digestibilidade dos alimentos utilizados na nutricdo de
ruminantes, dentre elas os métodos gravimétricos que utilizam um Gnico tempo de
incubacdo, como a digestibilidade in vitro proposta por Tilley e Terry (1963). As
técnicas in vitro sdo uma importante ferramenta na nutricdo de ruminantes e se
aplicadas de maneira correta tém muito a contribuir no entendimento na cinética de
digestao.

A digestibilidade, principalmente de carboidratos, muitas vezes € estimada por
sistemas in vitro que simulam o processo digestivo no rumen. Os sistemas in vitro
podem ser mais praticos e permitem a quantificacdo das caracteristicas cinéticas
intrinsecas do alimento, pois no sistema in vivo 0S microrganismos e as enzimas sao
sensiveis a fatores dietéticos que influenciam a taxa e a extensao da digestéo.
(MERTENS, 2005). Os sistemas quimicos sdo rapidos e oferecem resultados
reprodutiveis, no entanto, ndo refletem o processo biolégico digestivo que ocorre no
ambiente ruminal, e por isso ha a necessidade de realizacdo de ensaios biolégicos
para quantificacdo da degradacéo do alimento (VAN SOEST, 1994).

A eficiéncia da técnica de degradacdo in vitro, dos complexos polimeros
encontrados nos vegetais, apenas pode ocorrer de maneira correta caso 0S
microrganismos ruminais sejam cultivados da mesma forma como sdo encontrados
no ambiente ruminal, pois, as exigéncias nutricionais de alguns microrganismos Sao
atendidas pelos produtos finais de outros e em casos especificos pela funcéo
metanogénica e reoxidacdo dos equivalentes redutores. (RUSSELL e STROBEL,
1993). A diversidade no metabolismo das espécies microbianas do rimen pode ser
diferenciada quanto a utilizacdo de carboidratos estruturais e nao-estruturais
(RUSSELL et al., 1992), assim como também pela acdo fermentadora de acidos
organicos, proteolitica e metanogénica (BROCK et al., 1994; VAN SOEST, 1994).

O método de andlise de fermentacdo in vitro (TILLEY e TERRY, 1963;
GOERING e VAN SOEST, 1970) € amplamente utilizado e apresenta como limitagdes:
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1) a analise da fibra destr6i a amostra e sdo necessérias diferentes amostras para
cada ponto de avaliacdo, de forma que estes estudos de cinética sao trabalhosos,
cansativos e com poucas repeticdes em cada tempo de incubacao; 2) estagios iniciais
da digestéo sado de dificil estudo devido a perda de massa correspondente ser baixa,;
3) a taxa de degradacdo dos componentes sollveis da forragem pode nao ser
determinada. Tais desvantagens ndo inviabilizam a utilizagdo do método, apenas
devem ser conhecidas para execucao da técnica de maneira que nao prejudique os
resultados.

As grandes vantagens da utilizacao das técnicas in vitro sdo: a ndo manutencgao
de vérios animais fistulados, o que torna esta técnica menos trabalhosa e mais barata;
possibilidade de utilizacdo de numeros maiores de amostras devido a rapidez e
facilidade da técnica (CONE et al., 1996).

3.3. PARAMETROS CINETICOS DE PASSAGEM DE PARTICULA

A lenta taxa de passagem da digesta pelo rumen-reticulo de animais
alimentados com forragem de baixa qualidade tem sido atribuida as particulas
grandes, com pequena probabilidade de escape do rimen-reticulo. (HUNGATE, 1966;
KENNEDY e MURPHY, 1988). Assim, a quebra das particulas da fibra deve ocorrer
até gue atinjam tamanhos e densidades que lhes possibilitem passar pelo orificio
reticulo-omasal. A degradacéo fisica das forragens ingeridas pelos ruminantes, em
fragmentos cada vez menores, da-se pela combinacdo dos seguintes eventos:
mastigacao inicial durante a ingestao; mastigacao durante a ruminacgéao; friccdo devido
a movimentacao da digesta e digestdo microbiana. (FAICHNEY, 2005). A reducéo do
tamanho de particulas é devido, principalmente, a ruminacdo, mas a fermentacéo
enfraquece os tecidos e aumenta sua fragilidade, o que contribui com a diminuicéo
das particulas alimentares nas transferéncias entre os compartimentos do rumen.
(ALLEN e MERTENS, 1988).

Aumentos na taxa de passagem podem ser obtidos pela reducdo dessas
particulas para tamanhos menores que 3,6 mm em bovinos. (SHAVER et al., 1986).
No entanto, em estudos com ovinos, Poppi et al. (1980) constataram que, para ocorrer
a saida das particulas do ramen, é necessario que elas sejam reduzidas a um
tamanho critico, que seria cerca de 1,18 mm. Caso todas as particulas menores que

o tamanho critico, escapassem do rimen com a mesma facilidade, a propor¢cdo dos
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diversos tamanhos de particulas seria a mesma no conteudo dos compartimentos
rimen-reticulo e abomaso. Pereira et al. (2002) verificaram, em novilhas, aumento
continuo na resisténcia ao escape das particulas do rimen com o aumento de seu
tamanho, devendo ser ressaltado que as maiores que 1,19 mm escaparam, apesar
de enfrentarem alta resisténcia, e as menores que este tamanho enfrentaram
diferentes graus de resisténcia ao escape.

Além do tamanho da particula a densidade também € importante para entender
o fluxo da digestdo, pois é alterada ao longo do trato digestivo por acbes como
hidratacdo, reducao de particulas devido a ruminacéo e ataque microbiano, além da
adsorcao de gas (EHLE, 1984).

O que é observado ha algum tempo sdo as caracteristicas fisicas de um
alimento como fator importante que contribui para determinar a sua taxa de passagem
e, assim, sua digestibilidade. (BLAXTER et al., 1956). Nesse sentido, para descrever
exatamente o comportamento de diferentes componentes da digesta no trato
digestivo, diferentes modelos matematicos sdo necessarios. Modelos com ordem
dependente do tempo em geral, que descrevem o movimento de particulas grandes
tém maior ordem de dependéncia do tempo que os modelos que descrevem a
passagem de liquido ou de pequenas particulas (ELLIS et al., 1994, 1999; QUIROZ
et al., 1988).

3.4. INDICADORES EXTERNOS PARA ESTUDOS DE CINETICA DE
TRANSITO DE PARTICULAS EM RUMINANTES

Os indicadores foram muito estudados nas décadas de 70 e 80 para verificar a
cinética da parte sélida da digesta no TGI. Esses indicadores tém problemas para
satisfazer os critérios estabelecidos para um indicador ideal (FAHEY e JUNG, 1983).

Nos ultimos trinta anos nenhum tipo de marcador foi proposto e muito menos
um marcador que atendesse todos os critérios de um bom marcador. Ademais, 0s
marcadores disponiveis para estudos de taxa de passagem sdo 0s mesmos que foram
exaustivamente estudados no terco final do século passado, como € o caso dos metais
terras raras (HARTNELL e SATTER, 1979; TEETER et al., 1984) e o cromo (UDEN et
al., 1980; EHLE, 1984). Metodologias que envolvem uso de is6topos também sao
adotadas em alguns centros de pesquisa (GROVUM e WILLIAM, 1973), porém o fato

de necessitar de reator nuclear, o alto custo para que possam ser produzidos e 0s
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aspectos legais para producéo e utilizacdo de iso6topos restringem bastante seu uso

em muitos paises, inclusive no Brasil.

3.4.1. Materiais complexados com cromo (Cr)

Os metais mordentes foram inicialmente criados como um meio de aumentar a
resisténcia dos corantes (VAN SOEST, 1994). A fibra marcada tem como objetivo
formar um marcador permanentemente ligado a essa fracdo do alimento. Complexo
trivalente entre Cr e a fibra € formado por reducao de complexos hexavalentes de Cr
por acido ascérbico e, assim, o Cr faz ligacdes covalentes com a matéria organica
(Figura 2) (VAN SOEST et al., 1986; VAN SOEST, 1994).

Em funcdo de o Cr poder formar complexos estaveis com praticamente
qualguer composto que contenha grupos alcoois livres (Hidroxila), a fibra deve estar
livre de compostos potencialmente solUveis (amido, agUcar e outras substancias) que
possam reagir com o Cr, e, dessa forma, evitar a producédo de complexos solaveis. Os
complexos de Cr com parede celular de plantas e proteinas sdo altamente insollveis
e totalmente estaveis no rimen. (UDEN et al., 1980).

Devido a for¢a da ligagdo, o Cr reduz a digestibilidade da porcéo do alimento a
ele ligado (digestibilidade zero). (VAN SOEST et al., 1986). Alta concentragdo de Cr 2
8% na fibra, conforme a recomendacao de Udén et al. (1980), também aumenta a
densidade das particulas, de modo que a fibra marcada ndo se comporte no rimen
de forma compativel a mesma por¢ao do alimento ndo marcada (EHLE, 1984; OFFER
e DIXON, 2000). Devido a essa caracteristica, o Cr restringe sua utilizacdo apenas
para baixas concentracfes (~2% na fibra marcada ou menos). Em niveis mais baixos
o Cr influencia em menor grau a digestibilidade (UDEN et al.,1980) e a gravidade
especifica da particula. Contudo, o Cr mordente, entre os marcadores externos mais
consagrados como as terras raras, € 0 Unico que se mantém aderido a particula de
forma irreversivel. (VAN SOEST et al., 1986). Ou seja, o Cr ligado a fibra permanece

ligado a mesma em todo processo digestério até o seu surgimento nas fezes.

3.4.2. Metais terras raras

Os complexos de elementos de terras raras séo os indicadores mais populares

e, durante algum tempo, tinham como premissa que todos esses elementos eram
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biologicamente inertes e se comportavam de forma semelhante (VAN SOEST, et al.,
1986). H& 17 elementos que podem ser chamados de terras raras, incluindo os 14
lantanideos, o itrio e o escandio. Todas as terras raras sao trivalentes com a valéncia
dominante, embora algumas possam apresentar outras valéncias (2 ou 4).
(BERNARD e DOREAU, 2000). As terras raras tém maior raio idnico do que os outros
elementos trivalentes, sdo bases mais fortes e tém menor capacidade de se ligar do
qgue o Cr, embora sejam mais fortes do que qualquer ion bivalente ou monovalente
(VAN SOEST et al.,, 1986). Essa familia de metais, em pequenas concentracbes
(abaixo de 10-11 Mol L) tem fortes propriedades adsortivas (MacRAE, 1974) e faz
ligacbes com a matéria organica fibrosa por troca de cation (ALLEN et al., 1985;
BERNARD e DOREAU, 2000). Esses autores ainda salientaram que a capacidade de
troca de cétion tem grande variacdo entre os alimentos, contudo, em forrageiras, essa
variagdo € pequena e, além do mais, a capacidade de troca de cation dos alimentos
no rimen ¢é dependente da FDN desses alimentos. Portanto, a capacidade de troca
de cétion varia de baixa a alta para o bagaco de cana, silagem de milho, palha de
aveia, palha de trigo, farelo de trigo, fuba, fenos de gramineas temperadas e feno de
leguminosas. (ALLEN et al., 1985).

A atividade bioldgica entre as terras raras é maior para elementos mais leves,
mas pode variar de forma irregular, com nimero atémico. A afinidade a parede celular
da planta € menor nas terras raras mais leves (La e Ce), aumenta para o maximo com
samario, diminui para valor minimo com disprésio e hélmio, e aumenta novamente em
direcdo ao final da série lantanideos (VAN SOEST et al., 1986; BERNARD e
DOREAU, 2000).

Um problema classico das terras raras € a migracdo a partir das particulas
complexas para outras particulas da digesta (HARTNELL e SATTER, 1979; TEETER
et al, 1984), principalmente as de menor tamanho e que estao em processo digestorio
mais avancado no rumen (ERDMAN e SMITH, 1995). Essa migracdo vicia as
estimativas dos parametros cinéticos de particulas no rimen com o uso de terras
raras. Uma alternativa para tentar reparar esse problema foi proposta por Ellis e
Beever (1984), quando propuseram um tratamento com diferentes acidos para que os
metais terras raras compitam com o H* por sitios de ligacdo da fibra. Os resultados
apresentados por esses autores demonstraram que as ligacdes entre o Yb e a fibra

podem ser fortes o suficiente para resistir a dissociacdo em pH 1.5.
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3.4.3. Caracteristicas de um bom marcador

Para que um indicador seja considerado ideal, deve possuir algumas
propriedades fundamentais, dentre elas, ser inerte, ndo téxico, ndo ter funcéo
fisiologica, ndo deve ser absorvido ou metabolizado, ndo deve afetar a populacdo
microbiana do trato gastrintestinal, deve misturar-se bem ao alimento e permanecer
uniformemente distribuido na digesta, deve fluir paralelamente ou ser fisicamente
similar ou se associar intimamente com o material a ser avaliado, além de ser
completamente recuperavel e possuir um método de quantificagdo sensivel, pratico e
preciso (HUHTANEN et al., 1995).

Estimativas de taxa de passagem para particulas e liquidos exigem que o0s
marcadores sejam recuperaveis e que ndo se separem da fracdo marcada. Dos
marcadores disponiveis, individualmente, nenhum deles satisfaz totalmente essas
condicdes. Os marcadores de particulas sdo menos satisfatérios que os marcadores
da fase liquida, principalmente, pelo fato de apresentarem problemas com a migracao
do marcador para particulas originalmente ndo marcadas (HARTNELL e SATTER,
1979; UDEN et al., 1980; OWENS e HANSON, 1992).

Os a&tomos de cromo, principal metal mordente, devem ser recuperados com a
matriz indigestivel da fibra no qual eles foram ligados. O cromo (lll) é o principal metal
que forma ligagdes estaveis com a fracdo do alimento (UDEN et al., 1980).

Um dos metais mais utilizados em cinética de transito sédo os elementos terras
raras ou lantanideos, que mesmo com algumas limitacées, como a migracdo no
ambiente ruminal, sdo usados amplamente por serem indigestiveis, quantitativamente
excretados e facilmente analisados por varios métodos (HARTNELL e SATTER, 1979;
MOORE et al, 1992; POND, et al., 1989).

3.5. VALOR PREDITIVO DE MODELOS

Inicialmente é necessario verificar se 0 modelo tem capacidade de predicéo,
para isso, Dent e Blackie (1979) sugeriram uma hipotese nula mais relevante, que
testa se os coeficientes de interceptacdo e inclinacdo simultaneamente ndo séo
diferentes de zero e da linha de unidade, respectivamente, e Mayer et al. (1994)

mostraram a derivagado com um termo a menos.
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O viés médio (MB) provavelmente € a estatistica mais antiga e mais utilizada
para avaliar a precisdo do modelo. Seu célculo € baseado na diferenca média entre
os valores observados e os valores previstos pelo modelo (Cochran e Cox, 1957). Um
modelo matematico pode ter uma estimativa de MB mais baixa se os pontos de dados
estiverem espalhados uniformemente em torno da linha Y = X.

Outro método de avaliacdo seria o coeficiente de determinacéo resistente (r?)
proposto por Kvalseth (1985). Este método usa as medianas ao invés das médias,
resultando em um coeficiente que € mais resistente a outliers ou pontos de dados
extremos.

A estatistica de eficiéncia de modelagem (MEF) é interpretada a propor¢éo de
variacao explicada pela linha Y =f (X1, ..., Xp) . Esta estatistica tem sido amplamente
utilizada em modelos de hidrologia (Byers et al.,, 1989; Loague e Green, 1991;
Zacharias et al., 1996), mas certamente podem ser usados em modelos biolégicos.

O coeficiente de determinagcdo do modelo (CD) é a proporcéo da variancia total
dos dados observados para o quadrado da diferenca entre 0 modelo predito e a média
dos dados observados. Portanto, a estatistica do CD explica a propor¢éo da variancia
total dos valores observados explicada pelos dados previstos (Loague e Green, 1991).
Quanto mais perto da linha de unidade, melhor as previsées do modelo.

O erro quadratico médio de predicdo (MSEP) é provavelmente a estimativa
mais comum e confiavel para medir a precisdo preditiva de um modelo, consiste na
diferenca entre os valores observados (Yi) e os valores previstos pelo modelo (f(X1,
..., Xp)i) em vez do valor previsto de regressao.

Ainda outra questédo importante a ser abordada na avaliacdo da validade do
modelo é se os valores previstos pelo modelo forem precisos e acurados, ao mesmo
tempo, em um intervalo e estiverem bem justapostos ao longo da linha de unidade,
desde a origem. O coeficiente de correlagdo de concordancia (CCC; Lin, 1989),
também conhecido como indice de reprodutibilidade, foi sugerido simultaneamente
para a precisdo e contido nele, Cb para a verificagdo da acuracia, fazendo uma
correcdo de polarizagcdo que indica até que ponto a linha de regressdo se desvia da

inclinagéo da linha de unidade.
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3.6. DINAMICA DE POOL UNICO DO CONTEUDO FIBROSO NO RUMEN

A digestdo do alimento fibroso por ruminantes € dependente da permanéncia
do alimento no 6rgéo de fermentacao ramen-reticulo (RR), dessa forma, séo afetados
pela passagem e consumo de alimento pelo animal. O consumo de matéria seca
(CMS), de forma geral, é o fato mais relevante que afeta o desempenho animal, pois
ele que coordena a entrada, em quantidade suficiente ou ndo, de nutrientes para
atender a demanda produtiva dos animais (MERTENS, 1987; VAN SOEST, 1994),
outro fator que deve ser levado em conta é a influéncia que o CMS exerce sobre a
taxa de degradacéao e de passagem (Figura 1).

O esquema (Figura 1) representa o modelo de pool Unico da fibra, onde Agpy
e Uppy correspondem respectivamente as fracdes digestiveis e indigestivel da fibra
insolavel em detergente neutro, obtida a partir do consumo representado pelo Frpy. A
absorcado é obtida a partir da competicao entre a digestdo da fracao potencialmente
degradavel (Arpy) € seu escape do compartimento RR. A fracdo Ugpy permanece
inalterada e seu desaparecimento se da unicamente pelo escape. As variaveis k; e
k denotam as taxas especificas de degradacdo e escape e sdo expressas em

unidades reciprocas do tempo.
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Figura 1: Compartimentalizacdo da massa ruminal de fibra no rimen e as forgas que atuam sobre a
saida das particulas do referido compartimento. (Adaptado de Allen e Mertens, 1988).

Consumo

O marco de conhecimento que proporciona embasamento tedrico para o

entendimento do modelo proposto na Figura 1 € o mesmo que rege a Lei de Acao das
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Massas, caracterizado como processo cinético de primeira ordem, no qual a reacéo &

limitada apenas pela disponibilidade de substrato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ORIGEM DOS DADOS

4.1.1. Dados para avaliagdo do modelo de digestibilidade e para as

estimativas da cinética de transito

Os dados de digestibilidade observados da matéria organica fibrosa (Drpn)
foram obtidos do experimento de Virginio Janior (2014). O referido trabalho foi
conduzido em dois quadrados Latinos balanceados para quatro tratamentos e
simultaneamente conduzidos (LUCAS, 1957.). Foram utilizados quatro niveis de oferta
diaria de fibra insolivel em detergente neutro escalonada para a massa corporal dos
animais: 3, 6, 9 e 12 g.(kg.dia)t. As dietas foram calculadas de modo a atingir os
niveis de oferta de matéria organica fibrosa (aFDNmo?), utilizando dietas compostas
por silagem de milho, farelo de soja e fuba de milho. A formulacdo de dietas com
planos nutricionais crescentes para o nivel de oferta de fibra foi tratada como um
problema de programacao nao linear, conforme o procedimento descrito por Jardim et
al. (2013; 2015). As exigéncias em energia e proteina metabolizaveis foram
computadas com base no AFRC (1993). O algoritmo do modelo foi programado
usando o programa Solver® do Microsoft Excel® com o método de resolucédo de
Newton. (LASDON et al., 1978).

Os periodos experimentais duraram 21 dias, sendo 14 dias para adaptacao e
7 dias de coleta. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia e as sobras
coletadas antes da oferta matinal de alimento. Registros do montante oferecido, das
sobras e das fezes, bem como amostragens do material oferecido, sobras e fezes
foram efetuados diariamente durante o periodo de coleta. (VIRGINIO JUNIOR, 2014).

Os perfis de cinética de transito de particulas fibrosas dos alimentos
empregados no estudo de digestibilidade descrito por Virginio Janior (2014) foram
extraidos de um conjunto de dados obtidos por Abreu (2016) (trabalhos conduzidos

simultaneamente), que realizou ensaios para determinagéo da cinética de transito da

1 aFDNmo: Metodologia da extracdo da fibra em detergente neutro com adigdo de sulfito, solugdo
padronizada de a-amilase termoestavel (termamyl 2X), incineracdo do residuo para correcao das
cinzas e correcdo para o branco (MERTENS, 2002).
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fibra de silagem de milho e de concentrados. Resumidamente, os alimentos (silagem
de milho e concentrados) foram lavados em solucao detergente neutra para extracéo
do excesso de contetido celular (UDEN et al., 1980; ELLIS e BEEVER, 1984).
Diferentes porcdes dessa fibra foram complexadas com metais trivalentes
comumente empregados em ensaios de digestdo como indicadores de fase solida.
Os metais utilizados foram o Cromo (Cr-1%), Lantanio (La), Itérbio (Yb) e Eurépio (Eu)
para a silagem de milho e o itrio (Y) para a fibra do farelo de soja e do milho moido
gue formaram o concentrado. As amostras de fezes foram coletadas diretamente da
ampola retal de novilhos em cada periodo comum aos dois quadrados latinos nos
seguintes tempos pretendidos: 0; 4; 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 56; 64;
72; 80; 88; 96; 108; 120; 132; 144 e 192 horas apds a ingestdo do marcador.
Entretanto, esses tempos foram corrigidos para os tempos de coleta efetivamente
realizados para evitar 0 viés sobre as estimativas dos parametros da excrec¢ao fecal
do indicador. (MATIS et al. 1989). Dessa forma, todos os componentes da dieta foram
rastreados quanto ao seu transito pelo trato gastrintestinal dos novilhos. As amostras
de fezes foram tratadas antes da leitura dos marcadores. Os tratamentos foram
realizados nas amostras secas e moidas das fezes e consistiram em: tratamento
padrdo (sem lavagem), tratamento com agua deionizada e tratamento com acido
acético 0,1 Mol L* (ABREU, 2016). Essas solu¢des foram as que proporcionaram
maior competicdo entre o H+ e o metal pelos sitios de ligacdo das particulas fibrosas.
A finalidade desses tratamentos foi manter apenas os metais que permaneceram
fortemente ligados as particulas, supondo-se que seriam recuperados nas fezes junto
a essa mesma particula (ELLIS e BEEVER, 1984).

4.1.2. Dados para avaliacdo do modelo de predicdo da massa ruminal de
fibra (Qron)

Valores de Qrpn foram obtidos do trabalho de Tamy (2015). No referido
experimento, foram utilizados 32 bovinos machos, mesti¢os, oriundos de cruzamentos
das racas Gir Leiteiro e Holandés e mantidos em regime de confinamento recebendo
dieta contendo silagem de milho acrescida de farelo de soja para corrigir a proteina
da ragao. As dietas foram formuladas com a utilizacdo das equacdes propostas pelo
AFRC (1993), para proporcionar ganho de 0,600 kg dia™.
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Os animais foram periodicamente abatidos em intervalos de massa corporal de
50 kg, os primeiros com 100 kg e os ultimos com 450 kg de massa corporal. O abate
foi realizado com um intervalo de aproximadamente 3 horas apos a oferta de alimento
matinal, com intuito de garantir o maximo preenchimento do rimen no momento da
quantificacdo do contetdo do 6rgéo. Apos a etapa de evisceracao, as extremidades
do rumen foram amarradas para evitar perda de contetdo e o érgao foi separado e
encaminhado para o laboratério onde foi pesado cheio e vazio, possibilitando
extrapolar a massa de conteudo do 6rgdo e amostragem do conteudo para posteriores
andlises, visando a quantificacdo da matéria organica fibrosa (aFDNmo) segundo
Mertens, (2002) presente no rimen ou massa ruminal de fibra (Qron, Q).

As analises de composicao bromatologica dos alimentos foram realizadas para

caracterizacéo dos alimentos utilizados nos ensaios de digestao (Tabela 1).

4.1.3. Degradagéo in vitro dos carboidratos fibrosos

As amostras dos alimentos oferecidos nos experimentos de Virginio Juanior
(2014) e Tamy (2015) foram incubadas por Rohem Junior (1016), pela técnica in vitro
com intuito de obter perfis de degradacdo da aFDNmo, medida sem o sulfito de sddio
(MERTENS, 2002), obtida pela extracdo dos residuos de incubacédo in vitro. Cabe
ressaltar que cada batelada de incubacdo em banho-maria continha todos os
alimentos e todos os tempos de incubacédo distribuidos em frascos de vidro; esta
batelada correspondeu a uma corrida que, repetida no tempo (UDEN et al., 2012),
possibilitou a obtencdo de duplicatas validas. Os tempos de incubacdo empregados
para as amostras de silagem de milho foram 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 72 e 96 horas e
para os alimentos concentrados, 0, 2, 4, 8, 12, 20, 32, 48 e 64 horas. Foi incluido para
cada tempo de incubagdo um branco (40 mL meio de cultura reduzido e 10 mL de
indculo) conforme metodologia detalhada por Rohem Junior (2016).

4.2. INTERPRETACAO CINETICA DOS PERFIS DE DEGRADACAO
GRAVIMETRICA DA FIBRA

A interpretacdo cinética dos perfis de degradacdo da fibra foi efetuada por
Rohem Junior (2016), empregando-se o modelo logistico decrescente (VIEIRA et al.,
2012; VIEIRA et al., 2008a):
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Tabela 1. Composicdo bromatoldgica dos componentes das diferentes dietas
empregadas nos experimentos avaliados.

Entidades nutricionais

Alimento

MS?t Cinzas? PB? aFDNmo? LDA2?
FMmT 903,7 14,1 93,0 106,5 5,4
FSt 905,2 66,3 500,0 139,7 11,6
Smi1t 352,5 55,5 84,7 529,4 35,7
Sm2t 329,6 55,2 83,9 571,2 47,2
Sm3t 297,2 54,0 92,6 553,5 37,5
Sm4t 284,6 53,4 87,9 606,0 449
SM-G1:G2# 355,9 67,9 76,7 530,7 37,8
SM-G3* 340,3 80,5 78,4 528,7 33,7
SM-G4# 277,3 67,2 81,6 475,9 28,9
SM-G5* 341,4 63,2 81,5 583,8 35,7
SM-G6* 278,6 56,9 86,3 481,9 30,1

1 g.kg! de matéria natural. 2 g.kg! de matéria seca. t Estudo de digestibilidade in vivo (VIRGINIO
JUNIOR, 2014): Fuba de milho (FM); Farelo de soja (FS); silagens de milho ofertadas nos quatro
periodos experimentais (SM1, SM2, SM3 e SM4). # Estudo da quantidade de fibra ruminal (TAMY,
2015): silagens de milho utilizadas nos diferentes periodos de avaliacdo de consumo de cada grupo de
animais abatidos (SM-G, G2, SM-G3, SM-G4, SM-G5 e SM-G6). Matéria seca (MS); Proteina bruta
(PB); Matéria organica fibrosa (aFDNmo); Lignina em detergente acido (LDA). Tabela obtida do trabalho
de Rohem Junior (2016).

~ _ 1—65“_1' Agt)t
R, = Appy X (52’“ exp(—kg4t) + exp(—A4t) Z?’z“l 1#

- ) + Urpy Eq. 1
Em que R(t) é o residuo de incubagdo em um determinado tempo t (h); Arpy
representa a fracdo insoluvel potencialmente degradavel, ndo disponivel para

digestdo no tempo zero; N, € um inteiro positivo que representa a ordem de
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dependéncia do tempo para o preparo do substrato para a digestdo, 1, (1.h?) é a
assintota da taxa de preparacdo da fracdo potencialmente digerivel e com sua
respectiva taxa de digestdo, k,; (1.h); a constante §, = A,/(1, — kq) simplifica o
modelo e Unpr representa a fragdo indigerivel da aFDNom. Neste modelo, quando

Aq = 0, 0 modelo reduz-se ao caso exponencial simples. (VIEIRA et al., 2008a).

4.3. INTERPRETACAO CINETICA DOS PERFIS DE EXCRECAO DOS
INDICADORES COMPLEXADOS A FIBRA

O modelo descrito na Eq. (2) foi utilizado para interpretar os perfis de excrecéo
de marcadores de fibra, sendo geralmente referidos como uma classe de modelos
GN, em que, a sigla GN representa a distribuicdo gama e N a ordem de dependéncia
do tempo. (ELLIS et al., 2002; MATIS et al., 1989; POND et al., 1988).

Do (1) = (A)N 12 exp(—1t) /(N — 1)! Eq. 2

Em que 1 (1/h) é o valor assintdtico tempo-dependente da taxa fracionéria de
passagem VN € Z* A N > 2. A funcdo p,(t) corresponde a funcdo densidade de
probabilidade de que uma dada particula estara no exterior do TGl em um dado
momento t. Para imitar os perfis temporais, sempre que t < t, p,(t); caso contrario a
Eq. (2) opera.

A fim de obter estimativas validas para os parametros de transito de particulas
com elementos estocasticos, pode-se ajustar o seguinte modelo segmentado depois
de substituir 0 py(t*) pela Eq.(2) ou Eq. (4) de acordo com MATIS et al. (1989):

_{y+et Jt<t(t* <0); Eq. 3

ET Ay 4 Copo (8 + e, t=>1(t* = 0).

Na Eqg. (5), C; e 0 e; ttm os mesmos significados que os descritos para a equacéo
proposta por Dhanoa et al. (1985); em que t* =t—1 e C, e 7, ap0s a derivacdo
sugerida por Vieira et al. (2008b), sdo a concentracdo do marcador no primeiro
compartimento no tempo zero e o tempo de transito (h) para uma dada particula
marcada que passou através do orificio reticulo-omasal recuperado na matéria fecal,

respectivamente
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4.4. CALCULO DA MASSA RUMINAL DE FIBRA (Qrpn)

A massa ruminal de fibra foi calculada a partir das estimativas dos parametros

de degradacéo e passagem, sendo Fgpy 0 consumo de fibra do animal, Azpy afibra
potencialmente digestivel, N a ordem de dependéncia do tempo, k; taxa de
digestéo, A taxa de passagem e Urpy a fracéo indigestivel da fibra, obtidos apds o

ajuste do modelo GN aos perfis de excre¢cdo dos indicadores Cr, La, Eu e Yb
(marcadores usados para fibra da silagem de milho) e Y (marcador usado para a fibra
do farelo de soja e concentrado). Assim, para cada um dos j ingredientes da dieta
sera obtido um respectivo montante de fibra ruminal e assim somados, com base no
modelo GN obtido segundo a deducéo descrita por Silva (2014):

Eq. 4

Frpn;AFDN; FFDN]-UFDN]-N]}

QFDN=Z,{ o 3 D [mr* 7

4.5. CALCULO DA QUANTIDADE DIARIA DE FIBRA DIGERIDA (BF,,Nf)

A gquantidade diaria de fibra digerida foi calculada com base na cinética de
degradacéo e passagem dos alimentos empregados na confeccdo das dietas. Como
sera analisado o modelo GN para descri¢cdo dos perfis de excrecao dos indicadores,
para o calculo da quantidade ruminal de fibra digerida a partir do modelo GN segundo

a deducéo descrita por Silva (2014) a seguir:

FFDN AFDN kd A li_l} Eq 5

DFDNf:Z]{ (/1 +kd) Z ()H—kd

Convém ressaltar que os J-ésimos componentes dietéticos silagem de milho
(marcada com Cr, Eu e Yb), farelo de soja (marcado com Y) e o fuba de milho
(marcado com Y) foram aplicados as duas equacdes conforme o caso. Depois de
calculada a digestdo ruminal de fibra, sera aplicado o coeficiente de digestibilidade
intestinal sobre os carboidratos fibrosos que escaparam da digestdo no ramen
(SNIFFEN et al., 1992), sendo a quantidade diaria digerida no trato gastrintestinal

equivalente, para o caso (GN), a:
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Dr = EFDNf + 0,2 (Z] FFDN]'AFDN]' - EFDNI:) Eq. 6

Os consumos meédios de fibra dos alimentos, bem como as massas corporais
dos animais foram preditos a partir de modelos lineares mistos para os dados de
Virginio Junior (2014), por meio do ajuste da Eq. 6 aos dados de consumo e massa

corporal registrados nos quadrados latinos simultaneos:
YVijk =u+ai+a]-+‘rk+a‘[ik+ei]~k Eq 7

Em que y;j, corresponde ao consumo de fibra do j-€simo animal (a;) observado
durante o k-ésimo periodo (t;), quando Ihe foi ofertado o i-ésimo nivel de fibra («;) na
dieta. A interacdo art;, € fixa, conforme o produto de seus fatores fixos, u € uma

constante inerente ao modelo e a;e e;;;, séo efeitos aleatorios com valores esperados

igual a zero e variancia o2 e o2, respectivamente. A unidade experimental (SUBJECT)
na Eq. 7 corresponde ao q; e foi assim especificado e os pesos preditos foram dados

pelo melhor preditor ndo viciado a seguir:
E[yij|aj] =puta;+a;+1,+aty, Vaty Eq. 8

O mesmo procedimento foi adotado para estimacdo do consumo de fibra do

experimento de Tamy (2015), conforme a equagéo a seguir:
Yij = U+ T+ a; + e Eq.9

Em que y;; corresponde ao consumo do j-ésimo animal registrado para cada um dos

i=1, 2, 3aaté 8 dias (r;) consecutivos usados para estimagdo do consumo voluntario
de fibra. Com isso, o consumo médio sera dado pelo melhor preditor linear ndo viciado

a sequir:

Elyijlaj] = Zing; (u+ 1 + @) /nj, V) Eq.10
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As massas corporais para o experimento de Tamy (2015) ndo foram tomadas
com repeticdo, sendo apenas registrada uma Gnica massa para cada animal em cada
periodo de coleta pré-abate, o que ndo permitiu predicdo e os calculos ndo foram

efetuados sobre os valores observados de massa corporal.

4.6. AVALIACAO DO PODER PREDITIVO DOS MODELOS

A avaliacdo do poder preditivo dos modelos foi realizada por meio da
combinacdo de métodos estatisticos empiricos sobre as predicbes do modelo.
(TEDESCHI, 2006). As medidas de adequacdo empregadas na avaliacdo empirica
dos modelos foram o fator de eficiéncia do modelo (MEF) (mais proximo de um
melhor), com intervalos de confianca (0,001) para os parametros (MITCHELL, 1997)
e o teste de hip6tese conjunta para o intercepto igual a zero e a inclinagdo igual a um
(NETER et al., 1996; DENT e BLACKIE, 1979; MAYER et al, 1994). Também foram
utilizadas técnicas adicionais que permitiram avaliar a precisdo, como o coeficiente de
correlacédo de concordancia (CCC) (mais proximo de um melhor) e acuracia do modelo
(Cb) (mais préximo de um melhor) (LIN, 1989), o viés médio (MB) (mais proximo de
zero melhor) (COCHRAN e COX, 1957), o coeficiente de determinagdo do modelo
(CD) (mais proximo de um melhor) (LOAGUE e GREEN, 1991), coeficiente de
determinacdo resistente (r?) (mais préximo de um melhor) (KVALSETH, 1985) e o
guadrado médio do erro de predicdo (MSEP) (quanto menor melhor) (BIBBY e
TOUTENBURG, 1977). As estimativas dessas medidas foram obtidas por meio do
software MES obtido em http://nutritionmodels.com/mes.html.
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5. RESULTADOS

A analise do poder preditivo do modelo GN possibilitou identificar que 0 mesmo
ndo foi capaz de predizer com precisdo e acurdcia a Dypy para nenhum dos
marcadores (Tabela 2), ou seja, os valores preditos ndo imitaram as observacdes
reais.

Apesar da incapacidade de predi¢do do modelo GN para Dy, as combinacées
(marcador x tratamento fecal) foram avaliadas pelos indices de adequacéo de modelo.
Numericamente, o Cr, independente do tratamento fecal, teve as melhores avaliacdes
dos indices MSEP, MEF, MB, CCC e Cbh, bem como as piores para r> e CD (Tabela
2), no entanto ao realizar uma analise dos graficos, € notavel a maior aproximacao
dos pares ordenados com a linha de unidade (X=Y) para a variavel Drpy quando
utilizou o Cr (Figura 2.a, 2.b e 2.c). Os resultados obtidos para o todos os marcadores
foram melhores para as fezes tratadas quando comparados as fezes nao tratadas
(Tabela 2 e Figuras 2 e 3).

Os marcadores Eu e La apresentaram valores numericamente semelhantes
aos do Cr, com destaque para o Eu, que apresentou maior r?, e o La apresentou CD
mais préximo a um. (Tabela 2). Graficamente, porém, observa-se que houve maior
distanciamento dos pares ordenados da linha de unidade. Os tratamentos feitos nas
fezes trouxeram beneficios na retirada do La fracamente ligado as particulas
recuperadas nas fezes (Tabela 2 e Figura 3.g, 3.h e 3.i).

Em relacdo ao marcador Yb foram observados os piores indices MSEP, MEF,
MB, CCC e Cb (Tabela 2). Tal fato pode ser confirmado ao se efetuar uma inspec¢éao
grafica, com a qual € possivel observar nitido distanciamento dos pares ordenados a
linha de unidade (Figura 3.}, 3.k e 3.l). Foi para o Yb que os tratamentos fecais se
mostraram mais eficazes em eliminar o metal que néo estava fortemente ligado a fibra,
0 que resultou em melhor avaliacdo segundo os indices de adequacdo de modelos
para os tratamentos fecais (Tabela 2), melhorando a aderéncia dos pares ordenados
a linha de unidade (Figura 3.j, 3.k e 3.1).
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Tabela 2: indices de adequac&o de modelo para quantidade diaria de fibra digerida (Drpy).

Modelo” Média SD Mediana r2 MSEP MB MEF CD Cb CCC Ho(1)* Ho(2)*
Observacoes 1191 598 1299
Cr-T1 1072 400 1133 0,927 69479  118,7 0,800 2,051 0,900 0,866 <0,001 <0,001
Cr-T2 1085 414 1153 0,937 59462 106,33 0,828 1,955 0,916 0,887 <0,001 <0,001
Cr-T3 1080 418 1150 0,940 58820 111,383 0,830 1,912 0,917 10,889 <0,001 <0,001
Eu-T1 1016 406 1068 0,950 78310 1750 0,774 1,822 0,878 0,856 <0,001 <0,001
Eu-T2 1016 406 1065 0,953 77470 1749 oO0,777 1,818 0,878 0,857 <0,001 <0,001
Eu-T3 1017 398 1093 0,945 81693 1736 0,764 1,885 0,872 0,848 <0,001 <0,001
La-T1 1018 400 1072 0,952 79186 1733 0,772 1871 0,874 0,853 <0,001 <0,001
La-T2 1037 411 1082 0,945 70657 1534 0,796 1,850 0,894 0,869 <0,001 <0,001
La-T3 1025 416 1090 0,952 71247 1656 0,794 1,776 0,892 0,870 <0,001 <0,001
Yb-T1 913 345 965 0,942 150855 277,4 0565 1,803 0,745 0,723 <0,001 <0,001
Yb-T2 951 355 1019 0,941 127270 240,0 0,633 1,928 0,785 0,761 <0,001 <0,001
Yb-T3 983 380 1033 0,944 101730 2079 oO,707 1,892 10,834 0,810 <0,001 <0,001

Em que: Desvio padrdo (SD), estimativa de regressao do coeficiente de determinagao (r?), erro quadratico médio da predicdo (MSEP), viés médio (MB), fator
de eficiéncia de modelagem (MEF), coeficiente de determinacdo do modelo (CD), precisdo do modelo (Cb), coeficiente de correlacdo de concordancia (CCC),
*hip6tese de Dent e Blackie, 1979 (Ho(1)) e hipotese de Mayer et al., 1994 (Ho(2)).

#marcador com seus respectivos tratamentos, Cromo (Cr), Europio (Eu), Lantanio (La), Itérbio (Yb), sem tratamento fecal (T1), fezes tratadas com agua
deionizada (T2), Fezes tratadas com &cido acético (T3).
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Ao estimar Qgpy O modelo foi capaz de realizar as predicdes de forma
verossimil para trés (Cr, Eu e La) dos quatro marcadores avaliados (Tabela 3). O Cr
foi 0 marcador que melhor demonstrou estar firmemente ligado a fibra, e o modelo GN
pode predizer a Qppy COM precisdo e acuracia, pois nesta avaliacdo obteve os
melhores valores para os indices r>, MSEP, MEF, MB, CCC e Cbh. (Tabela 2). A
diferenca numérica entre os tratamentos fecais parece ser minima, ndo se mostrando
muito eficaz (Tabela 3 e Figura 4.a, 4.b e 4c). Apesar de o modelo imitar a realidade,
ele gerou um vicio, causando maior distanciamento dos pares coordenados da linha
de unidade quando o consumo de FDN era aumentado (Figura 4.a, 4.b e 4c).

Os marcadores La e Eu novamente tiveram um comportamento de forma
semelhante de acordo com os indices alcancados na avaliacdo empirica do modelo
escolhido, assim como é possivel apds inspecionar os gréficos gerados. (Tabela 3 e
Figuras 4.d, 4.e, 4.f, 5.g, 5.h e 5.i). O Eu teve o pior r? e La o pior CD para a variavel
Qrpn (Tabela 3). Os valores preditos gerados a partir do modelo GN para as particulas
marcadas com La e Eu se igualaram aos valores observados, independente de as
fezes serem tratadas ou ndo. Contudo, foram observadas melhoras ainda maiores nos
indices de avaliacdo quando as fezes foram tratadas com agua deionizada ou com
acido acético. (Tabela 3). Assim como ocorreu com o Cr, 0 vicio causado pelo modelo
persistiu com o emprego dos marcadores Eu e La, havendo maior disperséo dos pares
ordenados da linha de unidade a medida que o consumo de FDN aumentou. (Figuras
4.d, 4.e, 4.f, 5.9, 5.h e 5.i).

O modelo GN com base no Yb como marcador de particulas sé foi capaz de
igualar o predito como observado, tratando as fezes com acido acético e aplicando as
hipoteses conjuntas Ho(1) e Ho(2), isto é, para a=0 e b=1. As demais combinagdes
nao foram capazes de imitar a realidade. (Tabela 3). O marcador Yb teve o melhor
valor no indice CD, porém, de forma geral, apresentou os piores valores nos indices
de adequacao de modelo. (Tabela 3).

O Yb também gerou o mesmo vicio ocorrido nos demais marcadores ja
comentados, porém subestimou os pares ordenados desde o consumo minimo de
FDN. (Figura 5.}, 5.k e 5.1). No entanto, estes erros foram visivelmente minimizados
guando as fezes foram tratadas tanto com agua deionizada como com acido acetico.
Em especial, este ultimo tratamento foi mais eficiente em trazer melhorias nos

resultados, conforme os indices alcancados. (Tabela 3 e figura 5.}, 5.1 e 5.k).
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Modelo ~ Média SD  Mediana 2 MSEP MB MEF CD Cb CCC Ho(l) Ho(2)
Observacoes 2.742 1113  2.556
Cr-T1 2.602 858 2416 0,369  808.374 1396 0,327 1,640 0,957 0,582 0,476 0,455
Cr-T2 2776 934 2675 0376 811.762 343 0,324 1,419 0,984 0603 0,393 0,371
Cr-T3 2771 943 2684 0371 823.736 29,3 0,314 1,393 0,986 0,601 0,362 0,340
Eu-T1 2.311 684 2229 0324 1.000.328 4314 0,167 1,879 0,804 0458 0,054 0,046
EU-T? 2.307 672 2251 0305 1.026.490 4345 0,145 1,916 0,796 0,440 0,056 0,048
Eu-T3 2.348 788 2263 0,357  942.382 3944 0215 1,586 0,870 0,520 0,070 0,060
La-T1 2.324 728 2204 0323  996.651 4184 0,170 1,743 0,834 0,474 0,063 0,053
La-T2 2.420 698 2370 0,317  928.567 3224 0,226 2,086 0,849 0478 0,184 0,166
La-T3 2.418 751 2293 0,328  924.079 3238 0,230 1,842 0,877 0502 0,167 0,150
Yb-T1 1.717 528 1642 0,350 1.847.073 1.024,6 -0,539 0,910 0,458 0,271 <0,001 <0,001
Yb-T2 1.919 651  1.868 0,362 1.443.702 8233 -0,203 1,103 0,619 0,373 <0,001 <0,001
Yb-T3 2.076 623  2.000 0,340 1.236.427 666,0 -0,030 1,465 0,670 0,390 0,002 0,001

Em que: Desvio padrao (SD), coeficiente de determinacdo de uma regresséao linear de Y em X (r2), erro quadratico médio da predicao (MSEP), viés médio
(MB), fator de eficiéncia de modelagem (MEF), coeficiente de determinacdo do modelo (CD), precisdo do modelo (Cb), coeficiente de correlacdo de
concordancia (CCC), hipétese Ho(1) de Dent e Blackie (1979) e hip6tese Ho(2) de Mayer et al. (1994).
#marcador com seus respectivos tratamentos, Cromo (Cr), Eurépio (Eu), Lantanio (La), Itérbio (Yb), sem tratamento fecal (T1), fezes tratadas com agua

deionizada (T2), Fezes tratadas com &cido acético (T3).
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Figura 2. Graficos de valores de Dy, observados comparados aos valores preditos obtidos a partir dos ajustes proporcionados
pela combinagdo dos diferentes modelos com os marcadores de fibras, escalonados para massa corporal. Painéis: Cromo
quantificado sem tratamento fecal (a), cromo quantificado, a partir de fezes tratadas com agua deionizada (b), cromo quantificado,
a partir de fezes tratadas com acido acético (c) eurépio quantificado sem tratamento fecal (d), eurépio quantificado, a partir de
fezes tratadas com agua deionizada (e), eurdpio quantificado, a partir de fezes tratadas com acido acético (f).
Linha sdlida é a linha de unidade (X=Y), A sdo os pares coordenados, predito com o observado.
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Figura 3. Graficos de valores de D,y observados comparados aos valores preditos obtidos a partir dos ajustes proporcionados
pela combinacéo dos diferentes modelos com os marcadores de fibras, escalonados para massa corporal. Painéis: Lantanio
quantificado sem tratamento fecal (g), Lantanio quantificado, a partir de fezes tratadas com agua deionizada (h), Lantanio
quantificado, a partir de fezes tratadas com acido acético (i) Itérbio quantificado sem tratamento fecal (j), Itérbio quantificado, a
partir de fezes tratadas com agua deionizada (k), Itérbio quantificado, a partir de fezes tratadas com acido acético (I).
Linha sélida é a linha de unidade (X=Y), A séo os pares coordenados, predito com o observado.
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Figura 4. Graficos de valores de Qrpy Observados comparados aos valores preditos obtidos a partir dos ajustes proporcionados
pela combinagdo dos diferentes modelos com os marcadores de fibras, escalonados para massa corporal. Painéis: Cromo
guantificado sem tratamento fecal (a), cromo quantificado, a partir de fezes tratadas com agua deionizada (b), cromo quantificado,
a partir de fezes tratadas com acido acético (c) eurépio quantificado sem tratamento fecal (d), eurdpio quantificado, a partir de
fezes tratadas com agua deionizada (e), eurdpio quantificado, a partir de fezes tratadas com &cido acético (f).

Linha sélida é a linha de unidade (X=Y), A sdo os pares coordenados, predito com o observado.
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Figura 5. Graficos de valores de Qrpy Observados comparados aos valores preditos obtidos a partir dos ajustes proporcionados
pela combinagéo dos diferentes modelos com os marcadores de fibras, escalonados para massa corporal. Painéis: Lantanio
guantificado sem tratamento fecal (g), Lantanio quantificado, a partir de fezes tratadas com agua deionizada (h), Lantanio
quantificado, a partir de fezes tratadas com acido acético (i) Itérbio quantificado sem tratamento fecal (j), Itérbio quantificado, a

()]

1000200030004000500060007000

Qprpy 9 Predito La Trat 1

(h)

0 1000200030004000500060007000

Qrpw, 9 Predito La Trat 2

1000200030004000500060007000

Qprpy, 9 Predito La Trat 3

Qrpy 9 Observado

Qrpy 9 Observado

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

g Observado

1000

QF DN

0

0]

0 1000200030004000500060007000

Qrpy, 9 Predito Yb Trat 1

. (k)

1000200030004000500060007000

Qrpy 9 Predito Yb Trat 2

U]

0 1000200030004000500060007000

Qrpw 9 Predito Yb Trat 3

partir de fezes tratadas com agua deionizada (k), Itérbio quantificado, a partir de fezes tratadas com acido acético (1).
Linha sdlida é a linha de unidade (X=Y), A sdo os pares coordenados, predito com o observado.
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6. DISCUSSAO

O balanco de matéria perdida na passagem atraveés do trato digestorio € o que
melhor mensura o aproveitamento de um alimento (VAN SOEST, 1994). A medida
mais importante do valor de energia de um alimento para animais é a sua
digestibilidade determinada in vivo, ou in vitro por meio de incubacdo com liquido
ruminal. (TILLEY e TERRY, 1963). A digestibilidade € descrita como a taxa de
digestado constante (k,), dividida pela taxa de desaparecimento constante (kd + k,,),
pois ao expressar a digestibilidade em funcédo da constante de taxa de digestédo e
passagem, obtém maior compreensao do processo digestivo e comeca a definir com
mais clareza os fatores que afetam a digestibilidade. Esses fatores podem ser
atribuidos as caracteristicas cinéticas do alimento além dos eventos que ocorrem em
virtude da possivel concorréncia existente entre as taxas de passagem e digestéo.
(ALLEN e MERTENS, 1988). Tais aspectos citados caracterizam o trato gastrintestinal
(TGI) dos ruminantes como um sistema fisico-quimico complexo e heterogéneo (VAN
SOEST, 1994). Portanto, quando os alimentos ingeridos chegam ao rumen, as
enzimas microbianas ndo tém acesso instantaneo as fibras potencialmente digestiveis
(ALLEN e MERTENS, 1988), ou seja, a fracdo do alimento ao chegar ao ambiente
ruminal passa por um tempo de preparo para iniciar a digestdo (SUTHERLAND, 1988;
VAN MILGEN et al., 1991). Estdo envolvidas nesse processo de preparacdo, a
hidratacéo, a diluicdo de substancias possiveis inibidoras do crescimento microbiano,
a adesao e a efetiva colonizagéao do substrato (MERTENS, 2005). No entanto, estes
eventos proporcionam um atraso no fluxo das particulas, gerando um aumento do
tempo médio de retencdo no ramen, que por si promove tempo suficiente para
digestédo da fracdo lentamente digestivel (ELLIS et al., 1999), do contrario, a taxa de
passagem € aumentada e a digestibilidade do alimento diminuida (VAN SOEST et al.,
1991).

Considerando que o0s processos descritos acima sdo fundamentais para que as
estimativas de digestibilidade sejam mais préximas do real, € possivel assumir que a
falta de capacidade do modelo GN em estimar Drpy pode ser atribuida ao fato de o

modelo desconsiderar a existéncia do raft no rimen, e assim ter causado erros
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sistematicos nas estimativas de taxa de passagem (k, = 2/N). Todavia, o uso deste

parametro viciado pode subestimar a digestibilidade da fibra ruminal, principalmente
a medida que o consumo aumenta, vide as figuras 2 e 3. Isto mostra a importancia da
retencdo seletiva de particulas para maximizar a digestédo das fibras (HUHTANEN et
al., 1995).

Assim como o primeiro modelo criado por Waldo et al. (1972), que assume a
homogeneidade de particula no rimen, o modelo GN é limitado pelo mesmo
pressuposto, ou seja, independente do tamanho ou idade da particula, existe a
probabilidade de escape, mas o fluxo de particulas do rimen é um processo seletivo.
(HUHTANEN et al., 1995). Entretanto, a pressuposicdo para o modelo GN estabelece
gue as etapas envolvidas na preparacédo das particulas para inicio da digestao sigam
distribuicdo gama (VIEIRA et al., 2008a). De acordo com Ellis et al. (1994) e Huhtanen
et al. (2006), se desconsiderar os mecanismos de retencdo seletiva do fluxo de
particulas no rimen, é impossivel atingir a digestibilidade observada in vivo relativa a
FDN potencialmente digerivel com valores de parametros cinéticos realistas; esta
retencdo seletiva é explicada pela taxa de passagem mais lenta da fibra digestivel do
que a indigestivel. (TAMMINGA et al., 1989).

A técnica de fibra marcada para estimativas de parametros cinéticos de transito
foi utilizada por Huhtanen et al. (2007), para comparar as estimativas de
digestibilidade de FDN, entretanto estes autores fizeram avaliacbes a partir de
excrecoes duodenais de fibra marcada com Yb, e aplicaram tais estimativas no
modelo de digestdo de dois compartimentos (ALLEN e MERTENS, 1988), o que
resultou em estimativas bem préximas aos valores observados. Ainda com uso da
técnica de marcador de fibra, mas realizando coletas fecais para a quantificacdo do
marcador, Rohem Junior (2016) utilizou o modelo GNG1 (MATIS et al., 1989), que
assume a seletividade de particulas pelo raft e foi eficiente em estimar a
Drpy independente dos marcadores empregados para explicar a cinética de transito.

Ao avaliar os resultados obtidos a partir da variavel Qrpy, pode verificar a
notdria capacidade do modelo GN gerar predi¢cdes proximas do real a partir da técnica
de fibra marcada, utilizando Cr, Eu e La. Estes resultados fortalecem o emprego da
técnica de fibra marcada para quantificar a quantidade de massa de fibra ruminal, ja
que as técnicas citadas pela literatura possuem algumas limitagbes, e em alguns
casos as tornam inviaveis, como é o caso das técnicas que utilizam medidas diretas

com o uso da fracdo indigestivel obtida por meios de métodos de esvaziamento
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ruminal por canulas, ou por medidas realizadas ap6s o abate dos animais. (ELLIS et
al., 1994; CANNAS et al., 2003; HUHTANEN et al., 2007). Esta ultima foi utilizada em
1950 por Paloheimo e Makela (1959) no intuito de estimar o tempo de retardo da
lignina em diferentes segmentos do trato digestivo de vacas. No entanto, a partir do
trabalho de Robinson et al. (1987), a técnica de esvaziamento ruminal em animais
fistulados tem sido preferida em relacéo a técnica de abate, por ndo ser necessario
eliminar os animais, o que a torna menos onerosa. Mesmo assim, independente da
literatura citar um grande volume de trabalhos que utilizaram essa técnica, essa
também possui alguns aspectos negativos, que estdo basicamente relacionados a
auséncia de padrdo da amostragem realizada diariamente, pois segundo Cannas et
al. (2003), existe uma lacuna a ser preenchida para identificar o momento ideal a ser
realizada quantificacdo da massa ruminal, levando em conta o horéario e a frequéncia
de alimentacdo dos animais. As estimativas de taxas de digestdo e passagem em
bovinos alimentados duas vezes ao dia foram superestimadas quando a quantificacédo
da massa ruminal foi realizada antes da alimentacdo da manh&, e subestimadas
quando obtidas de avaliagdes feitas 4 horas apdés a alimentacdo. Os autores
recomendam que se 0s animais forem alimentados duas vezes ao dia, com intervalo
de 12 horas para cada alimentacao, o intervalo de tempo entre as quantificacdes de
massa de fibra ruminal seja dividido por trés, de maneira que os intervalos sejam
equidistantes, desta forma as avaliagdes coincidiriam com o minimo e 0 maximo
conteudo de fibra no rimen. (HUHTANEN et al., 2007).

Diante das inconveniéncias expostas, ressalta a importancia de utilizar a
técnica de fibra marcada como alternativa em fornecer estimativas verossimeis para
qguantificacdo de massa ruminal de fibra e contornando limitacdes relacionadas ao
abate de animais e obrigatoriedade de implantacdo de canulas por meio de cirurgia.
Rohem Juanior (2016) utilizou essa mesma técnica para a quantificacdo da massa
ruminal de fibra, porém além do modelo monocompartimental foi também utilizado um
modelo bicompartimental, em ambos os casos foram geradas predi¢cdes que imitaram
a realidade.

Um marcador para ser considerado confidvel nos estudos de cinética de transito
deve satisfazer a alguns critérios estabelecidos (FAHEY e JUNG, 1983; OFFER e
DIXON, 2000) e uma das principais premissas € a permanéncia da ligacdo entre o
indicador e as particulas do alimento de interesse, as quais o indicador foi inicialmente
ligado (ELLIS e BEEVER, 1984). O Cr é comumente utilizado como marcador de fibra



44

para estudos em cinética de transito, pois proporciona ligacdes fortes e estaveis com
a fibra das forragens, mas atribui a particula fibrosa densidade exacerbada, que
promove maior atraso no transito da particula marcada e reduz drasticamente sua
digestibilidade. Problemas assim tém ocorrido com doses de 80 a 100 mg/g,
frequentemente encontradas na literatura (EHLE, 1984; EHLE et al., 1984; OFFER e
DIXON, 2000). Entretanto, os efeitos negativos citados a respeito do Cr, foram
contornados neste trabalho, devido a utilizacdo de uma menor concentracdo de Cr
(ABREU, 2016), o que em niveis mais baixos, afeta em menor grau a digestibilidade
e o transito da particula marcada (UDEN et al.,1980).

Tanto para a variavel Drpy quanto para Qrpy, 0 Cr se comportou de forma
semelhante, mostrando ser o melhor marcador dentre os utilizados, pois obteve os
melhores valores dos indices de adequacédo, se mostrando um marcador estavel,
mantendo suas liga¢cdes covalentes (VAN SOEST et al., 1986) do inicio ao fim do TGI
dos novilhos, gracas aos complexos com a parede celular das plantas que séo
altamente insollveis e totalmente estaveis no rimen (UDEN et al.,1980). Nas
predicdes de Drpy, 0s indices de adequacédo do modelo ndo foram unanimes, pois o
r2 gerou interpretacées opostas as dos demais indices, indicando o Cr como o pior
marcador.

Os metais terras raras tém menor capacidade de se ligar a fibra do que o Cr,
embora sejam mais fortes do que qualquer ion bivalente ou monovalente (VAN
SOEST et al., 1986), fazendo ligagcbes com a matéria organica fibrosa por troca de
cations (BERNARD e DOREAU, 2000). Esses metais, quando fortemente ligados as
particulas fibrosas ou entidades do tecido da planta, podem ter um efeito maior sobre
a reducéao da digestibilidade de particulas complexadas (ELLIS et al.,1999), uma vez
gue esses metais podem ocupar locais de ligacdo do microrganismo na fibra e assim,
interferir na taxa de digestdo (McBURNEY et al., 1983). Teeter et al. (1984) relataram
que a formacdo de complexos entre Yb e compostos orgénicos solluveis afetou a
migracao do marcador em alimentos, o que reduziu a digestibilidade in vitro e in situ
da matéria seca. Como as ligacdes entre o Yb e a fibra séo reversiveis, foi relatada a
migracdo do marcador para a fase liquida do ramen, ou ainda para particulas nao
marcadas inicialmente. (TEETER et al., 1984). Consequentemente, o Yb ligado a fibra
pode mostrar caracteristicas de passagem um pouco mais rapidas do que a fibra
ligada ao Cr (ROBINSON e SNIFFEN, 1983), o que é evidenciado pelos resultados
desse trabalho, pois 0 Yb apresentou os piores valores dos indices de adequacéo
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para as duas variaveis; além disso, o marcador foi capaz de predizer a Qrpy SOMente
guando as fezes foram tratadas com acido acético, mostrando que o tratamento fecal
para eliminar o Yb ndo complexado foi eficiente.

Ja o Eu e o La tiveram resultados semelhantes entre si nas duas variaveis
estimadas neste trabalho, fornecendo avaliag6es inferiores em relacéo ao Cr, porém
bem melhores do que as do Yb. Em contrapartida, no trabalho de Rohem Juanior
(2016), o Eu teve as melhores predicdes, independente do modelo utilizado, mas o
autor ndo avaliou o La. Contrariando as nossas consideracdes em relagdo ao uso do
La, Bernard e Doreau (2000) relataram que dentro da familia dos lantanideos, o La
tem menor afinidade com a fibra, por se tratar de um lantanideo leve. Embora a
afinidade a parede celular das plantas pelas terras raras seja alta, as ligacdes nao sdo
irreversiveis, pois a forma de ligagdo com os componentes da parede celular, em sua

grande maioria, € realizada por meio de trocas cationicas (VAN SOEST et al., 1986).



46

7. CONCLUSAO

Nenhum marcador, isto &, Cr, Eu, La e Yb mordentes, combinado com seus
respectivos tratamentos fecais (sem tratamento, agua deionizada e acido acético)
permite a realizacédo de predicbes com precisdo e acuracia globais para a quantidade
de fibra digerida (Dgpy) por novilhos. No entanto, o Cr mordente, na concentrac&o
administrada, permite obter estimativas com baixo viés médio para a massa ruminal
de fibra (Qrpy), Muito embora a variancia das predicOes apresente-se de forma
heterogénea, independente do marcador empregado. O Eu e La recuperados por meio
de tratamento fecal com agua deionizada ou com acido acético, apresentam
comportamento semelhante ao Cr tanto para a massa de fibra digerida como para a
massa ruminal de fibra. O tratamento fecal melhora as estimativas da digestéo e da
massa ruminal da fibra com base no marcador Yb, porém, ainda assim, as estimativas

de ambas as variaveis sao fortemente viciadas.
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