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RESUMO

PAES, Arthur Lobo. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
fevereiro de 2019; Avaliac&o da estimativa in vitro para predi¢cdo da digestéo de
fibra em ruminantes. Orientador: Professor Ricardo Augusto Mendonca Vieira.

Este trabalho tem por objetivo investigar os efeitos inerentes as taxas de digestédo
estimadas com base em perfis de degradacdo gerados com as técnicas gravimeétrica
e de producédo cumulativa de gases in vitro na obtencdo da digestao total de fibra
(TDrpy). Foram utilizadas as técnicas de degradacdo gravimétrica e de producgéo
cumulativa de gases in vitro na determinacdo da taxa de digestado (k) e os modelos
monocompartimental (GN) e de multiplos compartimentos (MC) dos perfis de cinética
de transito de particulas fibrosas marcadas para a estimativa da TDrpy COM 0S
marcadores cromo (Cr) e europio (Eu). A avaliacdo do poder preditivo dos modelos foi
por meio do software MES. As medidas de adequacdo empregadas na avaliacao
empirica dos modelos de TDrpy foram o fator de eficiéncia do modelo (FEM), o
coeficiente de correlacao de concordancia (CCC) (mais préximo de um melhor), o viés
médio (VM), o coeficiente de determinacdo do modelo (CD), o coeficiente de
determinacdo resistente (r?) e o desvio-padrdo médio do erro de predicdo (DPMP). A
melhor solucdo encontrada (M12) foi com base no modelo de producéo de gas e no
modelo de multiplos compartimentos com o marcador eurdpio (Eu). Ainda que seja
necessario entender como o vicio da digestao se comporta para menores quantidades
de fibras digeridas, a técnica de producdo cumulativa de gases em incubacodes

anaerdbicas in vitro é promissora na estimacgdo da TDppy .

Palavras-chave: Digestéo, fibra, producéo de gases in vitro.



ABSTRACT

PAES, Arthur Lobo. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
February 2019; Evaluation of In Vitro Estimation for Predicting Ruminant Fiber
Digestion. Advisor: Professor Ricardo Augusto Mendonca Vieira.

This work intends to investigate the effects inherent to the estimated digestion rates
on the basis of degradation profiles obtained using gravimetric and cumulative in vitro
gas production techniques for obtaining total digestion of fiber (TDrpy). The techniques
of gravimetric degradation and cumulative production of in vitro gases were applied to
determine the digestion rate (x;) and the monocompartmental (GN) and multi-
compartment (MC) models of the kinetic profiles in fibrous particles trajectory for the
estimation of the TDgpy With chrome (Cr) and europium (Eu) markers. The predictive
potential of the models was evaluated by the MES software. The adequacy measures
used to empirically evaluate the models of TDr,y were the model efficiency factor
(MEF); concordance correlation coefficient (CCC) (closer to a better one); average bias
(AB); model determination coefficient (MD); resistance determination coefficient (r?);
and mean standard deviation of the prediction error (MSDP). The best solution found
(M12) was based on the gas production model and the multi-compartment model with
the europium marker (Eu). Despite the need to understand how digestion addiction
behaves for smaller quantities of digested fibers, the cumulative gas production

technique in anaerobic incubations in vitro is promising in estimating the TDrpy.

Keywords: Digestion, fiber, in vitro gas production.
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1. INTRODUCAO

A quantificacéo do processo de degradacao dos alimentos é fundamental para
o0 correto manejo alimentar de ruminantes. Como ferramenta da nutricdo de
ruminantes, esses numeros auxiliam no atendimento das exigéncias nutricionais,
maximizando a eficiéncia da popula¢éo microbiana do ramen, minimizando a excre¢éo
de nutrientes para o ambiente e reduzindo os custos de producédo, o que torna o
sistema de producéo mais eficiente e rentavel.

O consumo, pelos ruminantes, de dietas a base de forragem tem estreita
associacdo com a digestibilidade, portanto, além dos efeitos diretos sobre a ingestédo
de energia digestivel, a digestibilidade influencia indiretamente a oferta de nutrientes
(HUHTANEN et al., 2006). Forragens e grdos devem ser testados quanto a
digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN) para auxiliar na formulacdo e
alocacgéo de ingredientes nas dietas. A FDN da dieta esta positivamente relacionada
ao pH ruminal, pois estimula a ruminacdo e a secrecdo de tampdes salivares; a
motilidade e a mistura ruminal; a absorcéo de acidos da fermentacéo; e aumenta a
retencdo da digesta no ramen, o que leva ao aumento do tamponamento direto dos
acidos produzidos na fermentagcdo. A concentracdo de FDN na dieta deve ser
balanceada entre seus efeitos sobre o consumo de matéria seca e o pH ruminal
(ALLEN, 2011).

Modelos dindmicos de degradacédo utilizados na estimacdo do valor nutritivo
dos alimentos fornecem informacdes sobre os fatores que afetam os processos
digestérios (MERTENS, 1993). Efeitos combinados de digestdo e passagem de
particulas no rumen sao determinantes no consumo de nutrientes digestiveis.
Estimativas de taxas de digestdo e passagem auxiliam na determinacdo da
digestibilidade dos nutrientes (VAN SOEST, 1994).

O meétodo in vivo é de maior importancia na determinacdo do valor energético
de um alimento; por isso, técnicas indiretas devem té-lo como referéncia, porém, em
algumas circunstancias (animais a pasto ou fémeas), modelos e indicadores séo
necessarios na geracdo de dados que se aproximem das medidas diretas. Uma
alternativa é o uso de sistemas de incubac&o anaerobica in vitro como modelo fisico
do rimen (TILLEY e TERRY, 1963; GOERING e VAN SOEST, 1970). Uma das
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técnicas in vitro tem por base a quantificacdo dos gases da fermentacéo produzidos a
partir do substrato de interesse incubado, na qual os gases oriundos do metabolismo
microbiano, isto é, da fermentacdo do material incubado sdo medidos diretamente
para estimar taxas de digestdo das fracdes solluveis e insolUveis de carboidratos e
encontrar a digestibilidade dos nutrientes (HUNGATE, 1966; MENKE et al., 1979;
PELL e SCHOFIELD, 1993). Conforme Hall e Mertens (2008), os resultados da
producdo cumulativa de gases in vitro podem ser utilizados em comparagbes com
valores encontrados em outras técnicas, como a gravimetria in vitro e in situ.

Nos modelos nutricionais, as taxas de digestao e de passagem sao estimadas
com base em técnicas in vitro, in situ e in vivo (SNIFFEN et al., 1992; FOX et al., 2004;
NRC, 2001; 2007; 2016). Apesar das criticas de que as estimativas absolutas dos
ensaios de degradacao in vitro ou in situ rendam estimativas enviesadas para as taxas
de digestdo (FIRKINS et al., 1998; ALLEN, 2011; HUHTANEN et al., 2007), o que se
espera € que as estimativas, por exemplo, da digestibilidade da fibra, com base nos
atributos cinéticos da mesma, sejam comparaveis particularmente no tocante as
comparacdes entre as estimativas absolutas entre as taxas de digestdo in vitro
gravimétricas e as estimadas com base na técnica in vitro da producao de gases.

Este trabalho tem por objetivo investigar os efeitos inerentes as taxas de
digestdo estimadas com base em perfis de degradacado gerados com as técnicas
gravimétrica e de producao cumulativa de gases in vitro na obtencao da digestao total

diaria de fibra (TDrpy) No trato gastrintestinal (TGI).
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. REVISAO DE LITERATURA

2.1.1.Digestdo e passagem de fragmentos forrageiros

Em sistemas de avaliacdo de alimentos, o consumo e a digestibilidade s&o
parametros essenciais, uma vez que o fator de maior influéncia sobre a resposta
animal é a quantidade total de nutrientes absorvidos da dieta. A digestibilidade &
descrita como a taxa de digestdo (k;) constante dividida pela taxa de
desaparecimento constante. Ao expressar a digestibilidade em funcéo das taxas de
digestao e passagem, € possivel obter maior compreensao do processo digestério em
funcdo do tempo e comecar a definir com mais clareza os fatores que a afetam. Esses
fatores podem ser atribuidos as caracteristicas cinéticas do alimento ou aos eventos
que ocorrem em virtude da possivel concorréncia existente entre as taxas de
passagem e digestdo (ALLEN e MERTENS, 1988).

A digestibilidade depende do espaco de tempo que o alimento permanece no
trato digestério para hidrélise; consequentemente, taxas de degradacéo e passagem
estdo relacionadas com o consumo voluntario. As variagdes no consumo resultam de
uma interacdo complexa, a qual inclui a dieta (composi¢do bromatoldgica e estruturas
anatbmicas), os microrganismos do ramen (condi¢cdes para um crescimento 6timo), o
hospedeiro (idade, tamanho, sexo e estado fisioldgico) e, ainda, 0s mecanismos
psicogénicos que integram o hospedeiro ao meio (MERTENS, 1987; 1994).

A FDN é uma medida de fibra comumente utilizada em analises de rotina dos
alimentos, pois € o método que separa carboidratos estruturais e ndo estruturais das
plantas e mede a maioria dos componentes estruturais das células vegetais (celulose,
hemicelulose e lignina) considerados componentes da fibra. Em relagcdo aos
carboidratos estruturais, essa fracdo do alimento possui lenta fermentacédo e menor

digestédo, porém € de extrema importancia na promog¢ado da mastigacao (ingestiva e
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ruminativa) e, consequentemente, na producdo de saliva com capacidade de
tamponamento (NRC, 2001).

Dentro dos tecidos dos fragmentos forrageiros, as entidades (E) quimicas
(moléculas que podem ser contabilizadas) séo altamente variadas no que diz respeito
a sua solubilidade, flutuabilidade, acessibilidade aos micrébios colonizadores e
potencial para digestdo. Enquanto algumas entidades sé@o potencialmente digestiveis
(Edq), alguns tecidos, dentro do mesmo fragmento de forragem, podem incluir entidades
como a lignina e os carboidratos altamente lignificados, que sdo incapazes de serem
digeridos (Ei) e desaparecem do local digestorio, na mesma forma quimica que foram
consumidas, apenas por fuga (ELLIS et al., 1994).

A digestdo dos carboidratos estruturais que constituem a parede celular é
realizada apenas por enzimas de origem microbiana devido a natureza quimica e
fisica do substrato. A populacdo microbiana que digere os carboidratos estruturais
exige um fluxo de nutrientes da fermentacéo suficiente para suportar sua taxa de
crescimento microbiano acima da taxa que os microrganismos desaparecem do local
por lise e escape. Por isso, a taxa de escape do fragmento deve ser suficientemente
lenta a ponto de a Kk, exceder a taxa de escape e ocorrer a digestédo extensa de
carboidratos estruturais (ELLIS et al., 1994).

Estimativas precisas dos parametros cinéticos de degradacédo e passagem sao
necessarias em sistemas de alimentacdo, porque descrevem a digestdo e
caracterizam as propriedades intrinsecas dos alimentos (lag-time, taxa e extensdo da
digestdo, por exemplo) que limitam a disponibilidade dos nutrientes aos ruminantes.
A cinética digestiva dos componentes dos alimentos deveria ser descrita pela divisdo
do alimento em compartimentos rapidamente digestivel; lentamente digestivel; e
indigestivel (MERTENS, 2005).

A Figura 1 apresenta um processo dinamico de digestao diaria, em que uma

porcdo de matéria seca da forragem (I) é digerida (DDMF) a uma k, , € os residuos

nao digeridos (UDMF) fluem pelo TGI a uma determinada taxa de passagem (k). A
quantidade de forragem digerida € determinada pela sua k4 € o periodo de tempo em
que os residuos séo submetidos a digestéo (tempo de permanéncia, 1/x ). A fracéo
de matéria seca digerida da forragem (digestibilidade definida pela k; e ;cp) e igual a

proporcao que desaparece pela digestéo dividida pela proporcao que desaparece pela
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digestdo e passagem, k;/ (Kd + Kp). Conforme o processo de digestdo descrito, a
reducdo do tamanho de particulas, ou o aumento de sua ingestdo, aumenta a
passagem e consequentemente reduz a digestibilidade devido a redu¢éo do tempo de

residéncia das particulas no local da digestdo (ELLIS, 1978).

AR URINRRRNY
\\] dig /dia = W
OO 1 kaf(ka + ko) AN
A\ \.~ \‘ ‘~y“\1\'\ ‘\_\“:\ \
i\De\s_o corporel (W)

WY

S
L

- Preenchimenio de
Ingestdo | __| [oowr ke )
por dia (1) 3 Preenchimento de UDMF  Kp > Indig./dia = UDMF x kp
Ll R TIPS ‘

Volume do intestino,
F“‘ T4

AMARTTERAWRRARY

Figura 1. Fluxo e digestao de matéria seca digestivel e indigestivel determinados pela
Kq € Kp, adaptado de Ellis (1978)

Os conceitos apresentados acima sao funcionais, porém super simplificados,
pois a) a matéria seca fecal ndo é diretamente derivada da dieta; b) as entidades

alimentares ndo possuem as mesmas kg € kj; C) a digestdo € mostrada como um

processo de Unico compartimento (pool homogéneo); d) o local gastrintestinal onde o
preenchimento limita criticamente a ingestdo (presumivelmente ruminal) ndo é
indicado; e) as relacdes fisioldégicas volume/massa de preenchimento e degradacao
de particulas ndo sdo consideradas. As super simplificacdes ¢, d e e vém sendo
estudadas, mas ainda desafiam a organizagdo ldgica; j& os pontos relevantes que
superam as super simplificacdes a e b, apresentadas na Figura 1, estéo ilustrados na
Figura 2 (ELLIS, 1978).

O modelo ilustrado na Figura 2 divide a dieta em conteudo celular altamente

digestivel (CC) e em constituintes da parede celular menos digestiveis e de
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digestibilidade variavel (CWC). O CC é composto principalmente por proteinas,
lipidios, minerais e carboidratos metabdlicos ou de armazenamento. O CC excretado
possui CC forrageiro ndo digerido e partes endégenas derivadas tanto do mamifero
como de microrganismos do TGI. O CWC da dieta € composto de carboidratos
estruturais de varios graus de lignificacdo, que resultam em uma por¢cdo de CWC
completamente indigestivel (CWCi), excretada quantitativamente nas fezes. O CWC
restante é citado como CWC potencialmente digestivel (CWCa), pois pode ser digerido

a uma taxa uniforme apés o tempo de laténcia (ELLIS, 1978); porém, uma porcéo
desse CWCqd ndo € digerida devido a passagem (Kp/(Kp + k4)), compondo, dessa

forma, junto com o CWCi, o CWC fecal total (WALDO e SMITH, 1972).

CWCa digerido

4%

CWC= n&o digerido

MR SRR
058 /I%WWM/E%ZWWIYWWZV@%
fZ

Trato gastrintestinal, Volume (V) kp

-m— 0

== 1 “ccnao digendo
njj‘ﬁl 'matéria microbiana
: CC enddgeno fecal

CC enddgeno

CC digerido

Figura 2. Fluxo e digestédo de entidades alimentares e fluxo de matéria enddgena, em
que k; € a taxa de ingestéo, k,, € a taxa de passagem pelo TGl e k; define taxa de
digestdo, adaptado de Ellis (1978)

A digestdo de ruminantes em pool homogéneo foi apenas para simplificacao
grafica. Os CWCgd e CC apresentam uma k; global de cada fragéo no TGI total como
resultado da fermentacao gastrica, hidrolise intestinal e fermentagéo pos-ileal (ELLIS,

1978). Em relagdo a k, do CWC, esse parametro se aplica as particulas que saem do
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pool de particulas grandes do rimen e passam por segmentos sequenciais Sucessivos
do TGl inferior (LASCANO, et al., 1977).

2.1.1.1. Dinamica de digestédo ruminal

A propor¢cdo de um nutriente que se torna disponivel para absorcdo é
determinada pela k; em relacdo a taxa de passagem. A digestdo e a passagem em
ruminantes podem ser mecanicamente descritas por modelos compartimentais de
complexidade variavel (HUHTANEN et al., 2006). Em vista da natureza dinamica da
forca que molda os pools de ruminacao do raft e de turnover da digesta ruminal, varios
sistemas diferentes de pools poderiam ser concebidos envolvendo nimero, sequéncia
e intercambio entre pools. Um sistema simples constituido por dois pools sequenciais
com fluxo irreversivel de mistura e um tempo de atraso estdo ilustrados na Figura 3.

O modelo € uma representacdo diagramatica da digestdo ruminal de fibra
potencialmente digestivel (Edq) como resultado de duas k; competitivas e da
passagem das porcdes Ed ndo digerida e fibra indigestivel (Ei) por dois pools
sequenciais de digestdo (ELLIS et al., 1994). A extenséo da digestao de Eq dentro dos

pools € igual a proporcdo de desaparecimento total (digestdo mais escape), que

desaparece via digestdo (kg /(kg + K.)).

. &%

Figura 3. Representagdo diagramatica da digestdo ruminal de fibra potencialmente
digerivel em dois pools sequenciais de digestdo, adaptado de Ellis et al. (1994)
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Quanto ao pool de ruminagéo do raft (*P), uma porcdo da Eq desaparece deste
por digestdo (*DEd) e a outra que ndo é digerida desaparece por escape (*UEd) ao
pool de turnover da digesta ruminal (°P). A taxa de digestédo no P foi assumida como
o resultado de uma distribuicdo heterogénea de taxas (*k,); ja a taxa de escape foi
considerada um processo dependente do tempo expresso pelo parametro de taxa
independente do tempo (*k,) (ELLIS et al., 1994).

Em relacdo ao %P, uma parte da *UEq sofre o processo de digestédo (°DEd) € a
outra que ndo é digerida desaparece por escape (*2UEd). A taxa de digestdo do
material potencialmente digestivel, que é digerido em 2P e que néo foi digerido em P,
foi assumida como a média de uma distribuicdo heterogénea de taxas (°%;); ja a taxa
de escape foi considerada independente do tempo (%k,). Portanto, a extenséo
fracionaria da digestdo de 'UEq é considerada no ?P. Como consequéncia do fluxo
irreversivel por meio de dois pools sequenciais de digestdo, a fracdo de Eq digerida é
a soma da extensdo fracionaria da digestdo de 'DE4 com a extensdo fracionaria da
digestédo de *DEd. O contetido de material fibroso que escapa do 2P é constituido por
L2UEq4 consequente da 2K, e Ei (ELLIS et al.,, 1994). O desaparecimento de E;
acontece apenas por escape nos dois pools.

As k; e k, médias necesséarias para produzir a digestibilidade da FDN

potencialmente digerivel (DFDdi), obtidas num Unico pool de digestéo, € mais do que

duas vezes diferente do comumente observado. Obviamente, é necessario algum
mecanismo envolvendo conjuntos de digestdo de misturas multiplas e sequenciais
para aumentar o tempo de residéncia necessario a digestdo extensiva de entidades
de digestdo lenta, como fibra potencialmente digerivel. A hipotese de dois pools

irreversiveis e sequenciais de digestdo por mistura fornecem estimativas de Drpn,yq

(Figura 3) mais condizentes com as medidas diretas. A suposi¢éo de fluxo irreversivel
pode parecer dificil de justificar para pools de digesta que séo o produto de tais forcas
dindmicas; no entanto, os modelos envolvendo fluxo reversivel entre os pools indicam
pouco refluxo ao pool de ruminagcdo. Parece que as for¢cas que restringem
efetivamente a fuga do grupo de ruminacao sdo igualmente eficazes em restringir a
reentrada de fragmentos que escaparam (ELLIS et al., 1994).

A medicdo da k; das fragbes de racdo in vitro e in situ pode fornecer

informacgdes relevantes sobre as diferencgas relativas entre os alimentos. No entanto,
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os valores absolutos, ndo relativos, sdo requeridos pelos modelos para prever a
digestibilidade ruminal. Os fatores primarios em relagédo a simulagédo dos efeitos da
mastigacéo ao longo do tempo de incubacao, que limitam as determinagdes precisas
da k4 in vitro ou in situ sdo os seguintes: 1) incapacidade de imitar o aumento da area
superficial e a quebra do tamanho das particulas pela ruminacéo; e 2) variacdo da
atividade enzimética e razdo entre enzima e substrato. A moagem € um processo
necessario a obtencdo de amostras uniformes para analise em laboratério, porém a
moagem aumenta a area da superficie acessivel aos microbios, aumentando a K; em
comparagdo com a alimentagdo intacta in vivo. Do contrario, ndo moer todos
subestima a taxa de digestdo, uma vez que os alimentos sdo esmagados e moidos

pela mastigacdo ao longo do tempo, antes de passarem pelo raimen (ALLEN, 2011).

2.1.1.2. Fluxo de particulas no rimen

O fluxo ruminal inclui fibra indigestivel, microrganismos e outras fracdes nao
degradadas dos alimentos, sendo a composicdo e o volume da dieta variaveis
externas que influenciam a taxa de passagem e a reciclagem do conteddo ruminal.
Particulas grandes e as que contém uma alta propor¢cdo de material digestivel sédo
seletivamente retidas no ramen, enquanto as particulas que contém menos material
digestivel tém maior probabilidade de escapar do ramen (HUHTANEN et al., 2006).

Conforme Ellis et al. (1994), a taxa de passagem constitui variavel critica que
afeta a utilizacdo de nutrientes, visto que modula o tempo disponivel para os
processos digestérios e absortivos, nos quais a porcdo da digesta € exposta aos
processos de mistura, digestdo e absorgdo no trato digestério como um todo ou em
um unico segmento. A passagem ou escape aqui referida representa o processo de
transferéncia progressiva de uma particula para fora do rumino-reticulo (HUNGATE,
1966; ALLEN e MERTENS, 1988; SUTHERLAND, 1989;ELLIS et al.,
1991; HUHTANEN et al., 1995; HUHTANEN e KUKKONEN, 1995).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_45
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_45
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A distribuicdo das particulas pelo interior da camara fermentativa pode sofrer
alteracdes que possivelmente afetam a taxa de passagem, devido aos tamanhos e
densidades das particulas da fibora (ALLEN e MERTENS, 1988; VAN SOEST et al.,
1991); a relacéo da mastigacéo inicial durante a ingestado e a ruminacao e constituicao
da malha filtrante ou raft (WELCH, 1982,; EHLE e STERN, 1986; ALLEN e MERTENS,
1988, SUTHERLAND, 1988; VAN SOEST, 1994); a correlacdo negativa dos
fragmentos de particulas e gravidade especifica (HOOPER e WELCH, 1985; WELCH,
1986; LECHNER-DOLL et al., 1991; ALLEN e MERTENS, 1988; HUHTANEN et al.,
2006); a quimica superficial, capacidade de troca catidnica e capacidade de retencéo
de agua de tipos de fibras especificas (WELCH, 1986); ao tamanho do orificio,
consisténcia da ingesta no rimen, locais que se encontram as particulas, formas das
particulas (WELCH, 1982); as propriedades flutuantes obtidas através de gases de
fermentacdo aprisionados e propriedades de sedimentacdo apoOs terem sido
depletadas em substratos fermentaveis (SCHALK e AMADON, 1928; EVANS et al.,
1973; WELCH, 1982; SUTHERLAND, 1988).

Como sugerido por Ellis et al. (2002), o tempo de residéncia em
compartimentos de fermentacdo pré-duodenais pode ser estimado com precisdo a
partir de dados de concentragcdo de marcadores fecais usando modelos cinéticos
apropriados. Poppi et al. (2001) propuseram uma interpretacéo alternativa da cinética
de marcador no rimen. Seu modelo de fluxo reversivel com base em dados cinéticos
de marcadores da digesta dorsal e ventral do rimen teve as seguintes caracteristicas:
transferéncia relativamente lenta dependente do tempo do pool do material
sobrenadante para o ramen ventral; e saida de primeira ordem muito rapida do reticulo
ventral do ramen.

A extensdo da fermentacdo de uma entidade nutricional € uma funcdo da
propria fermentacao e do tempo de permanéncia no rimen expressado como tempo
de retencdo, ou seja, a reciproca da taxa de passagem. Esse Ultimo pode ser
determinado a partir da reducéo da concentracdo do indicador no contetdo ruminal
apos pulso dose do marcador (ELLIS et al., 1999). A técnica da excrec¢ao fecal do
indicador € baseada no fato do padrédo de excrecdo do indicador refletir o efeito
cumulativo do tempo de permanéncia do indicador em varios segmentos do TGl
(ABREU, 2016). E possivel fazer uma descrigdo matematica satisfatoria do perfil de
excrecdo do indicador nas fezes identificando os diferentes componentes ou, no

minimo, a parte relacionada ao ramen (DHANOA et al., 1985).
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Todos os modelos matematicos utilizados na estimacdo dos parametros da
cinética de transito sdo modelos ndo lineares classificados como modelos
compartimentais de mistura. Os modelos ainda podem ser classificados como
modelos  compartimentais de  mistura  tempo-independentes, = modelos
compartimentais de mistura tempo-dependentes e modelos multiplos compartimentos.
Um compartimento de mistura tempo-independente assume que a probabilidade de
escape € igual para todos os fragmentos e independente do tempo de permanéncia
nesse compartimento (ex.: rimen). Dessa forma, produz uma distribuicdo exponencial
do tempo, tanto para a permanéncia do marcador no compartimento (coleta de
amostras diretamente no rumen) quanto para a saida desse compartimento

(amostragem a partir do abomaso até as fezes) (ELLIS et al., 1994).

Na natureza funcional de compartimentalizacdo em pools de ruminacéo e de
turnover ou de renovacéo (Figura 4), os fragmentos de tecidos forrageiros da ingestéo
inicial posicionam-se no pool de ruminagdo devido aos gases dentro dos tecidos
vasculares que Ihes proporcionam tal flutuabilidade (ELLIS et al., 1994).

Mastigacdo Mastigacdo
ruminativa ingestiva

S
.............
---------------------------

Iy =
4 flutuabilidade ENOVAC30
t:’-ltfi

Figura 4. Conceituagdo da natureza funcional do pool de ruminag¢ao do sobrenadante
e do pool de renovacao ruminal em gado e forgcas causais de tais pools separados,
adaptado de Ellis et al. (1994)
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A colonizacdo e fermentacdo dos tecidos ndo vasculares mais facilmente
digestiveis e a producdo e aprisionamento de gases da fermentacdo dentro da
arquitetura do fragmento resultam em uma flutuabilidade baseada na fermentacao
adquirida. Fragmentos maiores tém mais tecidos facilmente digestiveis, portanto,
adquirem maior flutuabilidade baseada na fermentacdo. Com o aumento do tempo de
permanéncia nesse compartimento, os tecidos facilmente fermentéaveis séo expelidos
e a mastigacao ruminativa reduz o tamanho, a complexidade e as propriedades
associadas a retencao de gas de forma que o fragmento se torne menos flutuante.
Sua submissao as regidfes mais ventrais ao pool de ruminacdo devido a perda de
flutuabilidade e sedimentos ocorre por meio de processos concomitantes:
sobreposicao de fragmentos mais flutuantes ingeridos recentemente, ruminacéo e
perda continua de tecidos fermentaveis. (ELLIS et al., 1994).

Devido as forcas de flutuacéo, ruminagéo e motilidade da mistura, os dois pools
sdo dindmicos no tamanho. Essas dinamicas sdo acentuadas pelos hébitos
alimentares e pelas diferencas na composicao das forragens. A separacéo de pools
com base nas forcas da flutuabilidade relacionada a fermentacdo pode ser
independente do tamanho do fragmento se tais fragmentos "grandes" forem
desprovidos de substratos rapidamente fermentaveis ou falta de estruturas internas
de retencdo de gas (ELLIS et al., 1994).

Portanto, o progresso da digestado das particulas enfraquece a matriz da parede
celular, e ocorre a quebra fisica (cominuicdo) das particulas pela ruminacao
(POND et al., 1984; POND et al., 1987; ELLIS et al.,1994). Quando as particulas
tornam-se mais processadas, a flutuabilidade reduz com o aumento da densidade das
particulas; as particulas sofrem cominuicdo e a gravidade especifica aumenta, o que
as torna aptas a finalmente sairem do 6rgdo através do orificio reticulo-omasal
forcadas por correntes de liquidos formadas por contracdes ruminoreticulares e
omasais para percorrer o resto do trato gastrintestinal em direcdo as fezes (SCHALK
e AMADON, 1928; BALCH, 1950; ELLIS, 1978; POPPI et al., 1980; POPPI et al., 1985;
SUTHERLAND, 1989; ELLIS et al., 1994; HUHTANEN et al., 1995; HUHTANEN e
KUKKONEN, 1995; POPPI et al., 2001; ELLIS et al., 2002; ELLIS et al., 2005a).

Matis (1972) observou que os fragmentos recém-ingeridos nao tém capacidade
de escapar do rimen-reticulo prontamente. E necessario tempo para que ocorram

todos os processos de cominuicao a fim de que um fragmento adquira a capacidade
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de escapar. Esses processos dependem do tempo para aumentar a probabilidade de
escape, o que resulta em uma distribuicdo assintética da probabilidade de escape. Na
distribuicdo tempo-dependente proposta por Matis (1972), a probabilidade de escape
para certo fragmento inicialmente é zero, e aumenta com o tempo até alcancar uma
taxa assintética apés o tempo infinito (ELLIS et al., 1994). O modelo com
compartimentos de mistura sequenciais tempo-dependentes (com o passar do tempo,
a probabilidade de escape aumenta) e tempo-independentes (taxa de turnover
constante, todas as particulas tém a mesma probabilidade de escape), proposto por
Matis (1972), foi ilustrado por Ellis (1994) na Figura 5.

Compartimento de mistura Segmento ndo mistura

Matis (1972)

Gl k
(Gn--G1) ->7-+0 s O D e

Figura 5. Modelo proposto por Matis (1972) ao fluxo de digesta no ruminante e sua
representacdo por modelos fisicos de compartimento de mistura e fluxo de néo
mistura, adaptado de Ellis et al. (1994)

No modelo acima, Gn corresponde aos tempos de residéncia distribuidos
dependentes do tempo; A; € o parametro de taxa de rotatividade dependente do
tempo para escape do primeiro compartimento; G1 sdo os tempos de residéncia
exponencialmente distribuidos; k, é a taxa de renovacgao independente do tempo do
segundo compartimento para um compartimento mais lento; T é o tempo de atraso
para fuga ;e O é a saida. Os processos dependentes do tempo, como hidratagéo,
colonizacdo microbiana e fragmentacdo por ruminagdo, devem ocorrer no
compartimento de entrada inicial, antes do compartimento de turnover de diluicdo de
acdo das massas (ELLIS, 1994). Conforme Balch, (1950), o tempo necessario para a
passagem através do omaso, do abomaso e dos intestinos tem sido representado pelo

tempo necessario para a primeira aparicao de alimentos nas fezes.
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2.1.2. Estimativas da taxa de digestdo da parede celular no rimen

O termo "taxa de digestdo" apareceu na década de 1950 em avaliacdes
baseadas na interpretacdo visual das curvas de digestdo. Mais a frente, Wilkins (1969)
observou que alguma celulose permaneceu nao digerida apos a oferta de periodos
extensos, e a hipétese de que algum material ndo é digestivel deu base para trabalhos
futuros. Com isso, Waldo (1970) sugeriu que as curvas de digestdao fossem
combinacdes de material indigestivel e digerivel. Smith et al. (1972) usaram
fermentacdes in vitro de 72 horas para determinar o teor de FDN indigestivel (IFDN).
O residuo FDN potencialmente digestivel em tempos de fermentacdo anteriores foi
estimado subtraindo o IFDN do residuo total de FDN. Segundo Ellis et al. (1999), a
determinacao de IFDN deve ser incluida em toda a andlise basica de alimentos, pois
tem uma digestibilidade previsivel; pode ser usado para estimar a FDN potencialmente
digestivel (DFDN) com FDN-IFDN; e tem papel importante a carga digestiva no rimen
(HUHTANEN et al., 2006). Conforme Ellis et al. (1994), sem 0os mecanismos de
retencado seletiva no rimen, seria impossivel atingir a digestibilidade de DFDN in vivo,
observada com valores de parametros realistas.

Mertens (1973) concluiu que assumir o rimen como um Unico compartimento
ndo € uma representacdo matematica ou biolégica adequada. Um modelo de dois
compartimentos que agrupa as fracbes IFDN e DFDN descreve o desaparecimento
tanto pela digestdo como pela passagem da fracao fibrosa consumida (Figura 6). A
utilizagcéo deste modelo resulta em valores muito realistas da digestibilidade de DFDN.
Por definicdo, o IFDN sé desaparece do primeiro compartimento ou pool de lag-
ruminagdo por escape para o segundo ou pool de particulas pequenas e dai por
passagem para o intestino delgado. No pool de lag-ruminacdo, a DFDN desaparece
por digestao e escape ao pool de particulas pequenas, de onde a DFDN desaparece
tanto pela digestdo como pela passagem (ALLEN e MERTENS, 1988).
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Figura 6. Modelo de desaparecimento de fibra potencialmente digestivel e
indigestivel, adaptado de Allen e Mertens (1988)

O modelo acima utiliza os termos fracdes nédo escapéaveis (N) e escapaveis (E),
bem como fibras potencialmente digeriveis (D) e indigestiveis (1), fibra digestivel como
uma fragdo do consumo (fd), fibra indigestivel como uma fracdo do consumo (fi), taxa
fracionéria de digestéo (k;), de fuga (k.) e taxa fracionaria de passagem da fracéo
nao escapavel para a fracado escapavel (k,.).

A fracdo ndo escapavel consiste em todas as particulas que possuem
gravidade especifica menor do que a do liquido ruminal e tendem a flutuar, e a fracéo
escapavel consiste em particulas que sdo mais densas do que o liquido ruminal e
estdo abaixo do tamanho limite de retencdo, isto é, tém maior probabilidade de entrar
na "zona de escape potencial" localizada préximo ao orificio reticulo-omasal. Porém,
particulas muito densas podem afundar no rimen ventral e, com isso, diminuir seu
contato com essa zona e, consequentemente, reduzir sua probabilidade de escape.
Dessa forma, a fibra ruminal pode ser separada pela probabilidade de escape do
ramen (N ou E), bem como pela resisténcia a digestdo (D e I). Nesse modelo, a
digestibilidade é diretamente relacionada a fracéo de fibra potencialmente digerivel e

a k4 e inversamente a taxa de liberagéo de particulas do pool ndo escapavel ao pool

de fibras escapaveis e a k.. Embora a ingestdo de nutrientes e a digestibilidade
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estejam relacionadas a k;, ambas tém relacGes opostas com o tempo de retencdo
ruminal. Portanto, aumentos na ingestao estdo associados a um aumento na taxa de
passagem (ALLEM e MERTENS 1988).

Os modelos matematicos que descrevem a digestdo de substratos puros
podem ser simplistas para lidar com digestdo de alimentos naturais. Um fator
complicador na descricdo matematica da digestédo de fibras é que as fibras naturais
sao, na verdade, uma mistura de componentes (GOERING e VAN SOEST, 1970); por
exemplo, a FDN inclui os componentes hemicelulose, celulose e lignina, que digerem
em taxas diferentes e que tém as quantidades relativas variaveis na fibra dos
alimentos (VAN SOEST, 1982).

A digesté@o anaerébica da celulose e de outros tipos de fibra por microrganismos
ruminais (por exemplo, Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flauefaciens) produz acidos graxos volateis (AGV), gas carbénico
(CO2), metano (CHa4) e vestigios de gas hidrogénio (Hz) (HUNGATE, 1966). Os AGV
reagem com o tampéao de bicarbonato para liberar CO2, de modo que a producéo de
gas ocorra simultaneamente e em conjunto com a digestéo da fibora (HUNGATE, 1966;
MENKE e STEINGASS, 1988). Para modelar a producdo de gas em relacdo a
digestédo de fibras e ao crescimento microbiano, assume-se que a massa celular é
produzida proporcionalmente ao substrato digerido e que a producédo de gas ocorre
em proporcao a quantidade de substrato digerido (SCHOFIELD, PITT, e PELL, 1994).

2.1.3. Métodos de estimacao da taxa digestao de fibra in vitro

Tendo em vista a necessidade de determinar a digestibilidade das dietas, foram
desenvolvidas técnicas que predissessem com precisdo 0 coeficiente de
degradabilidade dos alimentos. Em ensaios de digestdo com animais, o0 método in
vivo é o procedimento de referéncia e deve ser utilizado para calibragdo das demais
técnicas. No entanto, € um método oneroso, laborioso e demorado, ndo permite a
avaliacdo simultanea de varios alimentos (LOPES et al., 2010) e requer grandes
qguantidades de alimentos e repeticdes (BERCHIELLI et al.,, 2006). Uma boa
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alternativa para contornar esses problemas sdo os estudos de degradabilidade da
fibra in vitro.

Informacdes sobre a taxa e extensdo da digestdo da parede celular foram
ampliadas pelo uso de técnicas in situ e in vitro. A cinética da digestdo pode ser
avaliada in vitro a partir do desaparecimento da FDN ou do volume de gas produzido
durante a fermentacdo. Se a taxa de digestdo da FDN in situ for limitada pela reducéo
da colonizacdo microbiana e/ou pH baixo nos sacos, a cinética de digestdo
determinada in vitro pode descrever a cinética de digestdo intrinseca com maior
precisdo (HUHTANEN et al, 2006).

Huhtanen et al. (2001) estimaram a k; da FDN isolada de 15 amostras de
silagens de gramineas colhidas em diferentes estagios de maturacao utilizando perfis
de producéo de gés. Tal estimacgédo estava fortemente relacionada com a k,; derivada
de medicdes in vivo. Enquanto a k; da FDN estimada por incubag¢do ruminal in situ
para um subconjunto de seis silagens foi claramente subestimada em comparacgao
com as medidas in vivo, uma forte relacdo linear entre as estimativas baseadas na

cinética in situ e de producao de gas foi notavel (Figura 7) (HUHTANEN et al, 2006).
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Figura 7. Taxa de digestao estimada a partir de dados in vivo ou usando técnicas in
vitro de producéo de gas e in situ, adaptado de Huhtanen et al. (2006)
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Conforme descrito por Mertens (2005), métodos in vitro possibilitam a
quantificacdo das caracteristicas cinéticas intrinsecas do alimento estudado, como a
hidratacéo do alimento e o tempo de colonizagdo microbiana (tempo de laténcia), a
taxa e a extensdo da digestdo. O principio do método in vitro € a medicdo do
desaparecimento da massa do material incubado ao longo do periodo de incubacéo
(PELL et al., 1994). Para que ocorra a fermentacdo anaerdbica e a realizacdo de
medida de ponto final, amostras de alimentos acondicionados em tubos ou frascos
vedados permanecem em contato com o conteddo ruminal tamponado (solucéo
tampéo simulando a saliva do ruminante e o contedado de rumen filtrado), onde se
tenta reproduzir as condicbes existentes no ruamen, como presenca de
microrganismos, anaerobiose, temperatura de 39°C e pH de 6,9 (MOULD et al., 2005).

A confiabilidade das técnicas de degradacao in vitro depende de alguns fatores,
entre eles diluicho e manuseio do fluido ruminal, manutencdo das condi¢bes do
rimen, tipo de tamponante, tamanho da particula, dieta do animal doador e tempo de
fermentacdo (BERCHIELLI et al., 2006). Em ensaios de digestéo in vitro, as vantagens
do meétodo residem na sua rapidez, uniformidade fisico-quimica do local de
fermentacao, conveniéncia de se manter poucos animais fistulados (ALCALDE et al.,
2001) e, principalmente, estimacdo da digestdo de uma grande quantidade de
amostras simultaneamente com o uso da incubadora artificial (SANTOS et al., 2000),
podendo ser de um grande numero de alimentos. Porém, podem apresentar falhas
pela utilizacdo inadequada do in6culo, nutrientes essenciais, tampdes ou
equipamentos, que devem garantir as condi¢cdes de pH, anaerobiose e nutrientes
essenciais para biomassa microbiana (VAN SOEST, 1994).

2.1.3.1. Degradacao fermentativa por gravimetria in vitro

Os métodos gravimeétricos, propostos por Tilley e Terry (1963), que utilizam um
anico tempo de incubacdo, como a digestibilidade in vitro, sdo importantes
ferramentas para a nutricdo de ruminantes e, se aplicadas de maneira correta, tém

muito a contribuir no entendimento da cinética de digestao. As técnicas in vitro podem
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ser mais praticas e permitirem 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 extensdo da digestdo (MERTENS,
2005).

O método de analise de fermentacéo in vitro (TILLEY e TERRY, 1963;
GOERING e VAN SOEST, 1970) é amplamente utilizado, mas apresenta como
limitagbes as seguintes questfes: 1) a andlise da fibra destroi a amostra e séo
necessarias diferentes amostras para cada ponto de avaliacdo, de forma que estes
estudos de cinética sdo trabalhosos, cansativos e com poucas repeticbes em cada
tempo de incubacéo; 2) estagios iniciais da digestdo sdo de dificil estudo devido a
perda de massa correspondente ser baixa; e 3) a taxa de degradagcdo dos
componentes solluveis da forragem pode néo ser determinada. Tais desvantagens nao
inviabilizam a utilizacdo do método, apenas devem ser conhecidas para execucao da
técnica de maneira que nao prejudique os resultados.

Varias metodologias sado utilizadas na quantificacdo da degradacao
fermentativa in vitro por meio de adicdo de cultura microbiana ruminal com o objetivo
de quantificar a TDypy. Entre essas estdo compreendidas as que utilizam presséo
continua de CO2 (GOERING e VAN SOEST, 1970), tubos de centrifuga com valvulas
de liberacdo de gas (MOORE e MOTT, 1976) e frascos lacrados com rolhas de
borracha e lacres de aluminio (PELL e SCHOFIELD, 1993). Hall e Mertens (2008)
avaliaram diferentes métodos de estimar a digestibilidade da fibra por gravimetria e
concluiram que essa variavel pode ser alterada pela metodologia de fermentacéo
seguida; por isso os valores de digestibilidade encontrados para os diferentes
métodos ndo serem comparaveis.

Pell e Schofield (1993), analisando a digestibilidade de forragem, concluiram
gue a gravimetria in vitro quantifica o desaparecimento dos componentes do substrato,
engquanto que a producdo de gases mede o aparecimento dos produtos resultantes
da fermentacédo dos substratos solUveis e insollveis, considerando o volume derivado

do substrato soltuvel uma vantagem sobre o método que néo o considera.
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2.1.3.2. Produgao cumulativa de gases in vitro

Devido as limitacdes referidas a gravimetria, a mensuracdo da producdo
cumulativa dos gases tem sido utilizada com sucesso para estimativa das k; de
fracOes sollveis e insollveis dos carboidratos. O principio € que os gases produzidos
sdo indicadores indiretos da cinética de degradacdo microbiana a partir da
fermentacdo do material incubado (PELL e SCHOFIELD, 1993; MALAFAIA et al.,
1998; RYMER et al., 2005).

Theodorou et al. (1994) desenvolveram um sistema com base na incubacéo
anaerobica in vitro, acrescido de liquido de rimen e meio tamponado, em frascos
hermeticamente fechados, nos quais os gases produzidos acumulam-se no espaco
superior entre a tampa e o liquido ruminal. As determina¢des sdo baseadas no volume
e ha pressao que os gases exercem a medida que o crescimento microbiano se
desenvolve. A avaliagdo da pressdo corrige possiveis distorcdes de leituras
volumétricas, os gases sdo liberados em tempos pré-determinados e a pressao
acumulada, o intervalo entre leituras e o nimero de vezes que o gas ¢€ liberado séo
registrados; estas informacdes séo utilizadas para calcular o volume da producéo
cumulativa de gases.

A cinética de producdo de gas depende da sequéncia dos processos a seguir:
solubilizacdo rapida dos substratos durante a incubacao; rapida fermentacdo dos
componentes solUveis apés incubac¢do; e mudanca gradual a fermentacéo das partes
insoluveis (fibra), que precisam ser hidratadas e colonizadas por microrganismos do
rimen para depois poderem ser fermentadas (VAN MILGEN et al., 1993; CONE et al.,
1997; SCHOFIELD, PITT e PELL, 1994). As taxas com que esses processos podem
ocorrer dependem da concentracao inicial, da composi¢do da populacdo microbiana
e da capacidade desta em colonizar, fermentar e utilizar os produtos de fermentacao
para o crescimento (HIDAYAT et al., 1993).

A seguir, descrevem-se alguns fatores que podem afetar o perfil de produgéo
de gas de alguns alimentos: efeito da ventilacdo do gas durante a incubacao, da
mudanca da pressédo atmosférica, que pode ser corrigida por meio da utilizacdo do
frasco em branco (PELL e SCHOFIELD, 1993); agitacao do frasco, que tem correlagéo
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positiva com a producéo de gas (WILKINS, 1974); tamanho da amostra e preparacao
da mesma, relagdo entre o indculo, a populagdo microbiana e o animal doador
(BUENO et al., 2005); composi¢cdo média do substrato e relacdo linear positiva da
guantidade do mesmo com o volume de gas total produzido (THEODOROU et al.,
1994) e do uso de aparelhos.

Devido a complexidade da digestdo anaerObica dos alimentos, em
consequéncia da maior complexidade do substrato e maior diversidade da populacao
microbiana, Schofield, Pitt e Pell (1994) desenvolveram um modelo que possui duplo
compartimento para avaliar a cinética de producdo de gas assumindo que o0s
alimentos sdo constituidos por nutrientes de natureza heterogénea, apresentando
fracOes de rapida e de lenta digestao, as quais sao digeridas diferentemente pela
microbiota ruminal.

De acordo com Schofield, Pitt e Pell (1994), medidas de acumulacéo de gases
in vitro podem fornecer informacdes valiosas sobre a cinética de digestao de alimentos
em ruminantes. No entanto, os dados sdo mais dificeis de interpretar do que o
desaparecimento da FDN, porque o gas € gerado a partir de uma ampla gama de
substratos, incluindo componentes sollveis e de fibra (insoltvel). Um modelo baseado
no crescimento bacteriano, na forma de uma equacao logistica modificada, parece util
para interpretar dados de acumulacdo de gas, dando uma alocacdo quantitativa

satisfatoria das fragcdes mais rapidas e mais lentas em um substrato de fibras mistas.



2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1.0rigem dos dados e das amostras para avaliacao

2.2.1.1. Modelo de digestibilidade
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Os dados de digestibilidade observada da matéria organica fibrosa (aFDNmo)

foram obtidos do experimento de Virginio Junior (2014), que teve por objetivo

guantificar o consumo de matéria seca, nutrientes e energia digestivel por bovinos em

funcdo de crescentes niveis de inclusdo de FDN e escalonados em funcéo da massa

corporal dos animais: 3, 6, 9 e 12 g/(kg.dia). As dietas foram calculadas com quatro

silagens de milho ofertadas nos quatro periodos experimentais (SM1, SM2, SM3 e
SM4), fuba de milho (FM) e farelo de soja (FS) (Tabela 1). A formulacéo das dietas foi

tratada como um problema de programacdo nao linear (JARDIM et al., 2013), e 0

algoritmo do modelo foi programado usando o programa Solver® do Microsoft Excel®

com o método de resolucao de Newton (LASDON et al., 1978).

Tabela 1. Composicdo bromatoldégica dos componentes das diferentes dietas
empregadas nos experimentos avaliados

Alimentos

FM
FS
SM1
SM2
SM3
Svi4

Entidades nutricionais

MS’
903,7
905,2
352,5
329.6
297,2
2846

. 2
Cinzas

14,1
66,3
55,5
55,2
54,0
53,4

PB’
93,0
500,0
84.7
83,9
92,6
87.9

aFDNmo2

106,5
139,7
529,4
571,2
553,5
606,0

2
LDA

5,4
11,6
35,7
47,2
37,5
449

1 g.kg-1 de matéria natural. 2 g.kg-1 de matéria seca. Matéria seca (MS); Proteina
bruta (PB); Matéria organica fibrosa (aFDNmo); Lignina em detergente acido (LDA).
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Os periodos experimentais duraram 21 dias, 14 dias para adaptacdo e 7 dias
de coleta. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, e as sobras foram
coletadas antes da oferta matinal de alimento. Registros do montante oferecido, das
sobras e das fezes e amostragens do material oferecido, sobras e fezes foram
efetuados durante o periodo de coleta (VIRGINIO JUNIOR, 2014).

2.2.1.2. Estimativas da cinética de transito

Os perfis de cinética de transito de particulas fibrosas dos alimentos foram
extraidos de um conjunto de dados obtidos por Abreu (2016). Todos os componentes
da dieta (silagem de milho e concentrados) foram rastreados quanto ao seu transito
pelo trato gastrintestinal de novilhos nos ensaios de determinacdo da cinética de
transito da fibra da silagem de milho e da fibra do concentrado desse experimento.
Para a fibra ser complexada com o indicador, conforme metodologia proposta por
Udén et al. (1980) e Ellis e Beever (1984), cada componente estudado da dieta passou
por um processo de extracdo da fracdo fibrosa em solucédo de detergente neutro.

Os metais trivalentes utilizados nos ensaios de digestdo como indicadores de
fase sélida em diferentes porcdes de fibra complexadas foram o cromo (Cr) e as terras
raras (TR) Itérbio (Yb), Eurdpio (Eu), Lantanio (La) e o itrio (Y), e de fase liquida foi o
cobalto (Co) (UDEN et al., 1980). A quantidade de fibra complexada com um indicador
foi de 25 g cada, o que totalizou uma porcao oferecida a cada animal de 100 g de fibra
de silagem de milho complexada com Cr, Yb, Eu e La, além de 25 g de fibra de
concentrado complexada com Y. Essa porcdo foi oferecida individualmente, no
periodo matutino, em uma Unica dose, sem que houvesse sobras; e, para que fosse
mais palatavel aos animais, o material foi misturado a uma porgéo de milho moido.

Apos a ingestédo do marcador, as amostras de fezes foram coletadas da ampola
retal dos novilhos nos seguintes tempos pretendidos: O; 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. Esses tempos

foram corrigidos para os tempos de coleta efetivamente realizados para evitar o viés
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sobre as estimativas dos parametros da excrecédo fecal do indicador (MATIS et al.,
1989). Em seguida, as amostras fecais foram identificadas e secas em estufa de
ventilagdo forgada a 55 °C por 72 horas e moidas em moinho de facas tipo “Willey”
com peneira de 1mm e acondicionadas em sacos plasticos.

Para a taxa de passagem da fase liquida, foi utilizado o indicador NaCo-ETDA,
segundo a metodologia descrita por Udén et al. (1980). O indicador foi fornecido em
dose Unica aos animais em cada periodo na quantidade de 5 g de NaCo-ETDA
diluidos em 25 mL de agua destilada via sonda para administracdo oral acoplada a
uma seringa dosadora automatica. Foram adotados os mesmos tempos de coleta das
fezes para a taxa de passagem de particulas e a correcdo para o tempo real de coleta.
A administragdo do indicador foi realizada imediatamente apés cada animal terminar
o consumo das particulas complexadas com indicadores. As amostras para

guantificacdo do Co foram as mesmas para os demais indicadores.

2.2.1.3. Degradacéo gravimétrica in vitro

Dados nao publicados de degradacédo gravimétrica de incubacéo anaerébica in
vitro foram originarios do trabalho de dissertacdo de Rohem Junior (2016). Neste
experimento, as amostras dos alimentos oferecidos nos experimentos de
Virginio Junior (2014) foram incubadas pela técnica in vitro com o intuito de obter perfis
de degradacao da aFDNmo, medida sem o sulfito de sédio (MERTENS, 2002) e obtida
pela extracdo dos residuos de incubacdao in vitro. No total, foram obtidos nove perfis
de degradacao para as silagens de milho, um perfil de degradacao para o milho moido
e um perfil de degradacdo para o farelo de soja. Cada batelada de incubagéo em
banho-maria continha todos os alimentos e todos os tempos de incubag¢éao distribuidos
em frascos de vidro. A batelada correspondeu a uma corrida que, repetida no tempo
(UDEN et al., 2012), possibilitou a obtencéo de duplicatas validas.

Nas incubagdes in vitro feitas em banho-maria a 39°C, foram utilizados frascos
de 100 mL na cor ambar, vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio. Foi

utilizado aproximadamente 0,5 g de amostras pré-secas em estufa ventilada a 55°C
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por 72 horas (h), moidas em moinho tipo Wiley, em peneira de 1 mm de diametro. As
amostras foram incubadas com 40 mL de meio de cultura reduzido e 10 mL de in6culo
ruminal como descrito por Van Soest e Robertson (1985). O conteudo ruminal
(particulas e fase liquida) que deu origem ao indculo foi obtido de trés ovinos machos
adultos com fistula ruminal.

O in6culo, o meio de cultura e a solucéo redutora foram preparados de acordo
com as recomendacdes de Hall e Mertens (2008). O liquido e o material fibroso do
conteudo ruminal foram coletados separadamente, duas horas apés a alimentacéo e
armazenados em duas garrafas térmicas até o momento de utilizacéo no laboratério.
O material fibroso foi batido em liquidificador por 60 segundos junto com o liquido
ruminal na proporcéo de 1:2 (material fibroso: liquido ruminal) e com infuséo continua
de CO2. A mistura foi filtrada através de oito camadas de gaze. Em seguida, o indculo
ruminal filtrado foi adicionado ao meio de cultura previamente reduzido na propor¢ao
4:1, mantida a mistura a 39°C sob infusdo constante de CO: até que o0 volume
necessario de liquido de incubacéo fosse transferido para os frascos. Em seguida, os
frascos foram vedados e transferidos a incubadora (HALL e MERTENS, 2008).

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 incubacédo, um branco
(40 mL meio de cultura reduzido e 10 mL de inéculo) conforme metodologia detalhada
por Rohem Janior (2016). Em cada tempo preestabelecido, os frascos (1 Branco + 1
Amostra de cada alimento) foram retirados do banho-maria, levados para um banho
de gelo para reducédo da temperatura e consequente reducéo da atividade microbiana,
e, assim que possivel, os frascos foram centrifugados a 1500 g por 15 minutos a 4°C
em centrifuga Hanil modelo Supra 22K (Hanil Science Industrial Co., Ltd., Gyeyang-
gu, Incheon, Coreia do Sul).

Apos a centrifugacdo, o material foi filtrado em papel de filtro quantitativo de
filtragem rapida evitando-se a transferéncia de particulas. As particulas do residuo da
incubacéo contidas no pellet e as eventuais particulas retidas no papel de filtro foram
transferidas quantitativamente para copos Berzelius com auxilio de,
aproximadamente, 50 mL de detergente neutro. O residuo de cada tempo de

incubacdo foi submetido a extracdo com detergente neutro para quantificacdo da
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massa de aFDNmo com adic¢ao de 0,5 + 0,1 g de Na,S0O; (sulfito de sédio) de acordo
com o método 2002.04 (MERTENS, 2002) e recomendacéao de Hall e Mertens (2008).

2.2.1.4. Producgao cumulativa de gases

Simultaneamente ao estudo de degradacdo gravimétrica do trabalho de
dissertacdo de Rohem Junior (2016), a producdo cumulativa de gases foi obtida por
meio da mesma incubacéo anaerdbicas in vitro em banho-maria a 39°C, baseada nas
metodologias descritas por Malafaia et al. (1998), com modificacdes. No entanto, o
namero de frascos para leitura do gas foi diminuindo com o progresso do tempo de
incubacédo, sobrando quatro frascos (um para cada alimento) no ultimo tempo. Deste
modo, cada batelada ou corrida de incubacao in vitro foi considerada como bloco.

Utilizando um dispositivo ndo automatizado (Figura 8) similar ao utilizado por
Abreu et al. (2014), a pressao dos gases foi obtida por leituras manométricas (a) e o
volume, medido por meio de pipeta graduada (c) (25 mL; incremento 0,1 mL). Para a
medicdo do volume, foi delineado um sistema fixado em moldura feita de madeira,
com um mandmetro (0 a 8 psi; incremento 0,05) acoplado a uma valvula de plastico
de trés vias (b). Uma das vias da valvula estava ligada a um tubo de silicone (diametro
de 5 mm; 1,5 m de comprimento), no qual foi inserida uma agulha descartavel de
calibre 20 em sua extremidade livre. A segunda via foi anexada ao mandmetro por um
pequeno pedaco de tubo de silicone (diametro de 5 mm; 0,3 m de comprimento) e
bracadeiras de plastico. A terceira via foi ligada por outro tubo de silicone (diametro
de 5 mm, 1,3 m de comprimento) ao topo de uma pipeta graduada de 25 mL
(incremento 0,1 mL), tendo a sua extremidade conica ligada a haste de um funil de
decantagcdo (1.000 mL) pelo mesmo tipo de tubo de silicone (5 mm; 0,4 m de
comprimento). O funil e a pipeta foram anexados a um suporte de metal em uma
posicdo estatica e vertical. O sistema foi preenchido com solu¢do azul de metileno
(0,1 g/L) para o marco zero da pipeta, com cautela para evitar a formacao de bolhas
de ar. O volume da pipeta é calibrado para 20 °C. Portanto, a temperatura do ambiente

e da solucao de azul de metileno deve ser de 20 °C.
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Figura 8. Dispositivo ndo automatizado utilizado para obter pressdo e volume
cumulativos dos gases, adaptado de Abreu et al. (2014)

A pressdo do géas foi lida no manémetro introduzindo a agulha, ligada a
extremidade livre do tubo, nas tampas de borracha do frasco selado. O gas acumulado
no espaco entre a tampa e o meio de cultura flui inicialmente para o mandémetro. Feita
a leitura de presséo, o volume do gés foi obtido mudando a posi¢do da valvula de trés
vias para permitir o deslocamento do gas de cima para baixo para dentro da pipeta. O
objetivo da extremidade solta foi ler a pressao e o volume sem remover o frasco do
banho-maria. No entanto, os frascos foram ligeiramente removidos duas vezes ao dia
(inicio da manha e fim da tarde) durante o periodo de incubacéo para serem agitados

com o objetivo de homogeneizar o contetdo do frasco.
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As medicdes de pressao e volume foram realizadas nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3;
4;5;6;7;8;9; 10; 11; 12; 14, 16; 18; 20; 22; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72; 96 horas do
in6culo ruminal. A presséo e o volume cumulativo dos gases da fermentagéo foram
obtidos somando-se as leituras corrigidas para o marco nos tempos subsequentes ao

tempo zero. Os volumes lidos foram padronizados para mL/0,1 g de matéria seca.
2.2.2.Perfis de excrec¢ao dos indicadores complexados a fibra

A interpretacao dos perfis de excre¢cdo dos indicadores complexados a fibra foi
efetuada por Abreu (2016) empregando-se o0 modelo compartimentalizado de
compartimento simples tempo-dependentes (Eg. (1)) e o modelo de mdultiplos
compartimentos (Eqg. (2)).

Os modelos compartimentalizados de compartimento simples tempo-
dependentes para estimar cinética de particulas (POND et al., 1988) sao utilizados

quando o tempo de permanéncia da particula € ndo exponencial (N = 2).

C—{ v, 0 <t<r+t Eq. (1)
Eoly + CoAN(t =DV texp(A(t— 1))/ (N =Dt > 1 4

no qual C; denota a concentracdo do marcador no tempo t apos a dosagem; y € a
correcdo para linha de base, background; A é o valor assint6tico da taxa de passagem
tempo-dependente; N é a ordem de dependéncia do tempo (representacéo
matematica para o atraso do escape de particula); T € a laténcia discreta, o tempo que

o indicador leva do orificio reticulo-omasal até a saida nas fezes.

Segundo Ellis et al. (1994), o modelo proposto por Dhanoa et al. (1985) é um

modelo com abordagem matemaética diferente, mas ndo deixa de ser um processo
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tempo-dependente. Tal modelo também pode ser chamado de madltiplos
compartimentos. Esse modelo utiliza a distribuicdo de multiplos tempos de atrasos,
com uma sequéncia de compartimentos tempo-independentes (n compartimentos néo
especificos). Cada compartimento tem uma diferenca na magnitude na taxa de
“turnover”. O modelo é descrito a seguir: G1~ Gl (Gl G1)n1 (ELLIS et al., 1994).

Ce =y + Sexp(—#k;t) exp(—=(n — 2) exp(=(xz — K1)1)) Eq. (2)

no qual C, denota a concentragdo do marcador no tempo t apds a dosagem; y é a
corregdo para linha de base, background; k; e k, sdo as taxas de passagens nos
compartimentos e S é um parametro de escala, sem significado biol6gico, dependente

de k4, k,; e n é o nimero de compartimento do modelo.

2.2.3. Perfis de degradacao gravimétrica da fibra

A interpretacdo cinética dos perfis de degradacéo da fibra foi efetuada por
Rohem Janior (2016) empregando-se o modelo logistico decrescente (Eq. (3); VIEIRA
et al., 2012; VIEIRA et al., 2008a):

B _1 (1= .0}
R, = Appy X <5(11V“exp(—kdt) + exp(—A,t) Z?’;‘l 1 " ) ) FDN

Eq. (3)
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no qual R, é o residuo de incubacdo em um determinado tempo t (h); Azpy € a fracdo
insoltvel potencialmente degradavel, ndo disponivel para digestdo no tempo zero; Na
€ um inteiro positivo que representa a ordem de dependéncia do tempo para o preparo
do substrato para a digestdo; A, (1.h-1) é a assintota da taxa de preparacédo da fragéo
potencialmente digerivel e k; (1.h-1), sua taxa de digestdo; a constante &,=
A./(1,—k4) simplifica o0 modelo; e Ugpy € a fracdo indigerivel. Neste modelo, quando

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

2.2.4. Perfis de producéao de gases

A estrutura geral atribuida aos modelos de producao de gases foi a seguinte:

Vt = lth + €, Eq (4)

na qual V, representa a producdo acumulada de gases no tempo t, sendo
pressupostos V; ~ Normal(,uvt, o t). Contudo, para os perfis de produgédo cumulativa

de gases, os modelos foram 0s que se seguem:

Uy, = V¢ X (1 — exp(—rcdlt)); Eq. (5)
v, = Vr X exp[uo X exp(—kt) /k]; Eq. (6)

ty, = Vg, X (1 — exp(—rcdlt)) + Vi, X explug X exp(—kt) /x]; Eqg. (7)
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As equacdes (5), (6), (7) representam, respectivamente, os modelos
monomolecular, Gompertz (G) e bicompartimental (MG), composto pela combinacao
dos modelos monomolecular e Gompertz. A variavel Vi representa a producao de gas

acumulada (mL) ao longo do tempo (t, h) para as Eq. (5-7). Paraas Eq. 5e 6, Vi € 0

volume de gas (mL) assintdtico alcancado para uma quantidade de substrato; kK, € a

taxa constante (1/h) de producdo de gases inferida como taxa de digestdo do
substrato; k é a taxa de reducéo da taxa de fermentacao inicial (mL/h); i, € a taxa de
degradacéo inicial que decresce a medida que o substrato vai sendo consumido; e t
€ o tempo (h) de incubac&o in vitro.

A Eq. (7) € um modelo de dois pools proposto para ajustar formas sigmoides,
nas quais existem duas producdes assintéticas de volume de gas (Vf; e Vf2). O modelo
monomolecular descreve a digestdo da quantidade de substrato solGvel, enquanto
que o modelo Gompertz é parte do modelo MG, que descreve a digestdo da
guantidade de substrato insoluvel, a fibra. Portanto, para obter a taxa de digestdo da

fracdo insolivel (kK;) de cada modelo, € necessario considerar o tempo (t;) na

abscissa e o volume de gas (Vti) na ordenada do ponto de inflex&o (i):

t; = In(uo/x) /K Eq. (9)

V. =V, = L Eq. (10

ti = fexp[ ‘uO.uoK] g. (10)
Portanto,

Ve, = Vee™? Eq. (11)
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Derivando V;, em funcgéao de t:

vy

— = Uoe "V, Eqg. (12)
% = ppe *Vrexp [— ”Oi_m] Eq. (13)
< o[22

(%)i = Vruoexp [— £ :i:;tl] Eqg. (15)

Mas considerando o angulo da tangente ao ponto de inflexdo como a taxa de

crescimento maximo (i,,) e o volume assintético (Vy):

_ (@
i = (50). Eq. (16)
—Kti
Hm = Vybto exp | - 22— Eq. (17)
t; = In(uo/x)/x Eq. (18)

0 que permite obter a expressao:

Kqg = Um/Ve,(mLh™'/mL = h™1h) Eq. (19)
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2.2.4.1. Funcgdes de covariancia

A funcdo nime do pacote nime do software R (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria) foi utilizada para avaliar a homocedasticidade. A
variancia foi modelada da seguinte forma (PINHEIRO e BATES, 2000):

Gyzvt = g2 Eq. (20)
21

oy. = ¢ (uy,) Eq. (21)

oy, = af Eq. (22)

nas quais o® é a varidncia residual homogénea convencional (dy. = o) como

mostrado pela Eq. (20). A Eq. (21) é a variancia heterogénea escalonada pela poténcia

() em fungéo da média esperada (uy,), ou seja, as variancias crescem ou diminuem

igualmente. A variancia heterogénea Eq. (22) contém a variancia residual associada
ao i = ésimo alimento, ou seja, cada um tem um comportamento. No ajuste dos perfis
de pressédo acumulada de gases, acrescentou-se a correlacéo geral entre as medidas
repetidas no tempo para cada frasco empregando-se a correlagdo autorregressiva
continua do pacote nime do R (PINHEIRO e BATES, 2000).

Quanto a abordagem com a média dos melhores modelos (model average),
esta foi aplicada baseada no seguinte pressuposto: quando se obtém um modelo que
apresenta uma w,. igual a 0,9, pode-se afirmar que esse é o melhor modelo; caso
contrario, ndo se tem certeza de qual é o melhor modelo. Por isso, faz-se 0 model
average de todos os modelos que se incluam no somatorio de suas w, até totalizar
0,95. Esse procedimento foi realizado no Microsoft Excel. Neste trabalho, existiu uma
incerteza substancial na sele¢cdo de modelos, que ndo permitiu definir, com certeza,
qual seria 0 modelo “melhor’” (BURNHAM e ANDERSON, 2011).

Portanto, seja ¥, o valor previsto do i-ésimo modelo, em que i = 1, 2, ... R,

dados os valores fixos das variaveis preditores, a média dos modelos p6de ser
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calculada como uma média ponderada, em que o0s pesos foram as probabilidades do
modelo (BURNHAM e ANDERSON, 2011):

Y = ¥R, wY, Eq. (23)

O componente de variagdo para a incerteza de selecdo dos modelos foi
determinado da seguinte forma (BURNHAM e ANDERSON, 2011):

var (17) =Y. w {var (Yi1g:) + (171 — 1/_/:)2} Eq. (24)

2.2.5.Estimacao dos parametros cinéticos de digestédo e passagem

Os modelos de producdo de gases, gravimetria e taxa de passagem foram

ajustados no R, porém a estimativa por intervalo dos parametros de interesse (k,,) foi

realizada com o procedimento NLMIXED do programa SAS (SAS System Inc., Cary,
NC, USA). O melhor ajuste do modelo ao perfil foi avaliado por meio do cémputo da
teoria de informagéo derivada do critério de Akaike corrigido (AICcr): diferenca entre
os valores de AICcr (Ar); probabilidade do modelo rth (wr); razdo de evidéncia de
superioridade dos modelos com menores AlCcr (ERr); e nUmero de parametros do
modelo rth (Or) (AKAIKE, 1974; SUGIURA, 1978; BURNHAM e ANDERSON, 2004).
O model average utilizado para descrever o perfil de producéo de gases foi realizado
com base nas recomendag¢0des descritas por Burnham e Anderson (2011).
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2.2.6. Modelos de estimacdo da TDgp,y baseados em aspectos

cinéticos de digestao e passagem

Nos célculos dos valores de TDgpy, 0S modelos estimam a digestéo de fibra
que ocorre no rimen e no intestino em um dia. As equacdes aplicadas nesses
calculos utilizaram valores de k; gerados com as técnicas gravimétrica e producéo
cumulativa de gases de incubacdes anaerdbicas in vitro e de taxa de passagem
obtidos com os modelos GN e multiplos compartimentos (MC). As previsdes
consideradas validas e apresentadas nos resultados foram obtidas utilizando os
modelos GN (Eg. (25)) e MC (Eq. (26)) (SILVA, 2014).

Com o modelo GN, foi calculada a digestéo total de FDN no TGI com base nas
taxas de passagem de Cr ou Eu para silagem de milho e de Y para farelo de soja e a

mistura farelo de soja e fuba, como segue:

TDppy = Z;‘n=1 fajFNDFj <(kdj/(7tj + kdj)) §V=1 (Aj/(’lj + kdj))i_1 +

ey (1/ (3 + ka,))') q. @5

na qual faj é a fracdo potencialmente digerivel de aFDNom; kdj € a taxa de digestao
fracionaria; A; € a taxa de passagem assintdtica; e FNDF]- € a taxa média de ingestéo
de fibra relacionada ao j-ésimo ingrediente. Foi considerado um coeficiente de

digestibilidade, CD; = 0,2, para a fibra potencialmente digerivel que escapa da

digestao ruminal (SNIFFEN et al., 1992; FOX et al., 2004; TYLUTKI et al., 2008).
Os estimadores anteriores ndo impedem o uso do modelo MC (Eq. (27)) para

calcular a TDgpp, assumindo o rumino-reticulo como o Unico segmento estagnado do
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TGI. A interpretacdo biologica dos aspectos cinéticos atribuia a k; e k, da Eq. (26) a
passagem de marcadores indigestiveis pelo ramen (k;) e p6s ruminal (k,),
possivelmente abomaso ou intestino grosso (BLAXTER et al., 1956 ; GROVUM e
WILLIANS, 1973 ; DHANOA et al.,, 1985 ; FRANCE et al., 1985). Seguindo a
derivacao sugerida por Ellis et al. (1994), ao ignorar o problema conceitual associado
a interpretacgdo biologica de k; e k,, pode-se assumir uma taxa de passagem média
(IE,,) de residuos fibrosos indigestiveis obtidos como reciproca do tempo médio de

retencao:

Ep = K1K2/(K1 + Kz). Eq. (26)

Essa taxa pode ser usada nos modelos deduzidos por Waldo et al. (1972) , Ellis
(1978) e Van Soest et al. (1992), que sdo baseados em um caso particular da
derivacdo apresentada por Vieira et al. (2008b). Para calcular a quantidade total de
fibra digestivel no trato gastrintestinal, foi utilizada a expressédo seguinte derivada do

modelo apresentado por Waldo et al. (1972) :

TDrpy = X744 fa;For, ((kdj/(l_‘pj + kdj)) + CD; (I_‘Pj/(l_cpf + kdj»)

Eq. (27)
2.2.7. Avaliacéo 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


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_8
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_14
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_27
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_101
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_101
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_15
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_15
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_96
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_96
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_100
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_100
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_101
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_ENREF_101

48

(TEDESCHI, 2006). As medidas de adequacdo empregadas na avaliacdo empirica
dos modelos foram o fator de eficiéncia do modelo (FEM) (mais proximo de 1 melhor),
com intervalo de confianca (0,001 ou 0,1%) para os parametros (MITCHELL, 1997), e
o teste de hipotese conjunta para o intercepto igual a zero e a inclinacao 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
correlacao de concordancia (CCC) (mais proximo de 1 melhor) e acuracia do modelo
(Cb) (mais préximo de 1 melhor) (LIN, 1989); o viés médio (VM) (mais proximo de 0
melhor) (COCHRAN e COX, 1957); o coeficiente de determinacdo do modelo (CD)
(mais proximo de 1 melhor) (LOAGUE e GREEN, 1991); o coeficiente de determinacao
resistente (r?) (mais préximo de 1 melhor) (KVALSETH, 1985); e o desvio-padréo
meédio do erro de predicdo (DPMP) (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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2.3. RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os melhores modelos ajustados entre os modelos M, G e
MG. Em relacdo ao MG e de acordo com a teoria de informag&o com base no critério
de Akaike corrigido, foram trés os melhores ajustados aos perfis de producdo de gas
da dieta total, por terem apresentado menores valores de AlCcr e de Ar. O arranjo MG
trata de modelos que possuem dois pools de degradacédo, em que existe a fracao
solavel, composta por carboidratos ndo fibrosos, e a fracao insolavel, composta pelos

carboidratos fibrosos.

Tabela 2. Estimativas do logaritmo negativo da funcéo de verossimilhanca e critérios
de informacéao derivados para modelos

Modelos -4 arce, a7 w® ERS e,
M-feed, H, Cor., U, (Vf, k) 809,3 1663,3 1202,5 107262 102601 22
G-feed, H, Cor., (V1) 603,3 1259,6 798,8 107'7* 10'7® 26
MG-feed, H, Cor., U (VF1, Vf2) 191,7 4656 4,8 0059 11 40
MG-feed, H, Cor,, U (Vf2, u0, k2) 1870 4625 17 0279 2 43
MG-feed, H, Cor., U (Vf2, 10) 189,3  460,8 0 0652 1 40

Em relacdo aos modelos, feed significa que o modelo teve efeito de alimento; H
significa heterocedasticidade; Cor. significa correlacdo autorregressiva negativa; U
corresponde a matriz irrestrita (pdSymm); e, entre parénteses, estdo os parametros
utilizados como efeitos aleatorios no modelo.

Os critérios utilizados para a escolha dos modelos foram loglike (—1,); critério de
Akaike corrigido do modelo rth (AlICc,); diferenga entre os valores de AlCc, (4,);
probabilidade do modelo rth (w,.); razdo de evidéncia de superioridade dos modelos
com menores AlCc, (ER,); € numero de parametros do modelo rth (6,)

O valor de w,. que maximizou a funcdo de verossimilhanca do R foi bem proximo
para os trés ultimos modelos apresentados na Tabela 2 (todos modelos MG com efeito
de alimento, com variancias heterogéneas que gerou um erro comum para cada

alimento, com correlagéo autorregressiva negativa e matriz irrestrita (pdSymm)).
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Esses modelos apresentam como caracteristica comum a parte que descreve
a digestdo do material fibroso e insolavel indicado pelo parametro fixo Vfz, que
corresponde ao volume de gases produzido e que indica a digestdo no compartimento.
Diante de uma incerteza que impediu definir qual dos trés dltimos seria 0 melhor
(diferenca de probabilidade de 0,90), foi feita uma média ponderada dos modelos
(model average), com o peso de cada medida igual ao valor de w,., de acordo com a
metodologia apresentada por Burnham e Anderson (2011). Para a producgéo de gases
in vitro, obtiveram-se as médias ponderadas da taxa de digestdo de cada alimento e
da variancia correspondente aos trés melhores modelos ajustados (Average k).

Apoés a avaliagdo da qualidade de ajuste pelo AICc,, foram verificados os
valores paramétricos que estavam condizentes com as teorias vigentes sobre a
explicacdo biolégica destes parametros. A Tabela 3 apresenta as estimativas dos
parametros fixos (Vfi, k41, V2, Uo € k) dos trés melhores modelos (MG) de produgéo
de gés geradas no R, as estimativas por intervalo dos parametros de interesse (x; de
cada modelo) e a média das k,; (Average (i )) dos trés melhores modelos) geradas

pelo procedimento NLMIXED do programa SAS para cada alimento da dieta.

Tabela 3. Estimativas dos parametros de modelos utilizados para interpretacéo de
perfis de volume de gases produzidos por diferentes categorias de alimentos

MG-feed, H, Cor. — Average
oy ’ Vfi K41 Vf, Mo K K4 erag
U (Vf1, Vf2) (Kq)
FM 21,1 0,082 6,3 0,725 0,056 0,021 0,017
(0.46) (0,0027) (0,72) (0,2641) (0,0051) (0,0010) (g 275 10°)
FS 16,5 0,109 11,7 0,183 0,040 0,015 0,017
(0,66) (0,0049) (0,92) (0,0337) (0,0025) (0,0004) (5561 x 10
SM1 17,1 0,115 10,7 0,154 0,044 0,016 0,023
(0.64) (0,1146) (0,78) (0,0184) (0,0028) (0,0015) (5 973 10
SM2 20,0 0,092 7,0 1,011 0,063 0,023 0,019
(0,37) (0,0028) (0,64) (0,3272) (0,0050) (0.0017) (5170 x 10”)
SM3 6,1 0,517 254 0,468 0,126 0,046 0,046
(0,50) (0,0524) (0,76) (0,0360) (0,0032) (0,0008) (g 244 x10”)
SM4 20,2 0,121 7,5 0,102 0,036 0,013 0,020

(0,63) (0,0048) (0,79) (0,0193) (0,0063)  (-) (2,566 x 10°)
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MG-feed, H, _ Average
Cor., U (Vf2, Viv ka VI o * d (ﬁd)g
no, k2)
FM 20,9 0,082 6,4 0,697 0,056 0,021 0,017
(0.49) (0,0030) (0,75) (0,2527) (0,0054)  (0,0014) (g 975 10%)
FS 16,2 0,112 11,9 0,184 0,042 0,015 0,017
(0.58) (0.0049) (0,82) (0,0299) (0,0031) (0.0012) (561 x 10%)
SM1 16,8 0,116 11,0 0,147 0,044 0,016 0,023
(059) (0.0054) (0,73) (0,0207) (0,0034)  (0,0016) (5 973 10%)
SM2 19,4 0,097 7,7 0,667 0,058 0,021 0,019
(0.47) (0.0038) (0,73) (0,2124) (0,0051)  (0.0012) (5170 10%)
SM3 5,9 0,539 25,6 0,465 0,126 0,046 0,046
(0.45) (0.0537) (0,74) (0,0375) (0,0038)  (0.0009) (g 244 x107)
SM4 20,3 0,121 7,7 0,104 0,035 0,013 0,020
(0.61) (0.0047) (0.78) (0,0227) (0,0064) (0.0012) (5566 x 10%)
e VI ka VR m K R A
(V£2, po)
FM 18,7 0,094 9,1 0,223 0,043 0,016 0,017
(0.55) (0.0035) (0,67) (0,0371) (0,0021)  (0.0009) (g 575« 10%)
FS 18,2 0,099 9,3 0,411 0,050 0,018 0,017
(0.56) (0.0045) (0,75) (0,072) (0,0033)  (0.0004) (5661 x 10%)
SM1 21,2 0,091 5,8 1,717 0,074 0,027 0,023
(0.33) (0.0026) (053) (0,6976) (0,0070)  (0.0015) (5 973 10%)
SM2 17,6 0,109 9,9 0,248 0,046 0,017 0,019
(051) (0,0041) (0,66) (0,0429) (0,0022) (0,0007) (5170 10%)
SM3 7,5 0,360 23,8 0,493 0,123 0,045 0,046
(0.68) (0.0392) (0,86) (0,0476) (0,0033)  (0,0007) (g 244107
SM4 22,3 0,112 41 0,857 0,065 0,024 0,020
(0,42) (0,0037) (0,80) (0,6846) (0,0139) ¢) (2,566 x 10°7)

Vf, € o volume de gas (mL) assintotico para a quantidade de substrato soluvel; k;; €
a taxa constante (1/h) de produgédo de gases inferida como taxa de digestdo do
substrato; Vf, € o volume de gas (mL) assintotico para a quantidade de substrato
insoluvel; u, € a taxa de degradacéo inicial que decresce a medida que o substrato
vai sendo consumido (1/h); k é a taxa de reducdo da taxa de fermentacdo inicial
(mL/h); k; é a taxa de digestdo da fracdo insoluvel (1/h); Average (k;) € a média
ponderada das i, dos trés modelos MG citados (1/h). Entre parénteses, esta o erro
padrdo da média de cada medida e, na identificacdo de cada modelo, estdo as
variaveis aleatorias utilizadas nos respectivos modelos.

Observou-se na Tabela acima que os valores de K; do modelo MG-feed, H,

Cor., U (Vf2, y0) mais se aproximaram do K, em todos os alimentos. Tal efeito deve-
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se a probabilidade utilizada como peso na média ponderada dos trés modelos, o que
significa que o modelo tem maior probabilidade de descrever o valor verdadeiro ou
valor real da digestéo por meio do volume de gases produzidos.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, os trés melhores
modelos apresentaram heterocedasticidade (H), correlacdo autorregressiva negativa
(Cor.), estrutura de variancia e covariancia irrestrita (U, pdSymm), alterando os seus
efeitos aleatdrios entre os modelos.

Tabela 4. Componentes de varidncia para o efeito aleatério de corrida sobre os
parametros fixos e desvios-padrao residuais heterogéneos para o fuba de milho (o),
farelo de soja (a3), silagem de milho 1 (a3), silagem de milho 2 (a4), silagem de milho
3 (03), silagem de milho 4 (o)

Modelos 0, 0, 03 04 05 O Estrutura de covariancia
2
MG-feed, 040 045 049 043 0,71 0,49 [gvfl anl'szl
H, Cor., U OV Vi O-I;fz
(Vf1, Vf2) =
[0,04 -0,13
-0,13 0,42
MG-feed, 042 047 049 044 0,73 0,50 ggfz Ovipno  OVfpiks
H, Cor., U OuoVf Oﬁo O iz
(VF2, 10, k2) OV, Oouo Ok
0,41 —0,014 —0,002
-0,014 4,5-107* 6,5-10‘5]
—-0,002 6,5-107° 9,6-107°
r 2
MG-feed, 040 045 046 042 0,71 048 ovy, (;sz'uol
H, Cor., U OuoV fa Oﬁo
(Vf2, pno) =
0,25 0,016
0,016 0,0010
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Foram obtidos desvios-padrdo para cada alimento ou desvios-padréo
heterogéneos para cada média devido a heterocedasticidade das ﬁd dos alimentos.
A correlacdo autorregressiva negativa de todos os trés modelos significa que, com o
passar do tempo de leitura do volume de gas (mL/0,1g) em cada frasco, os valores
encontrados ficavam mais distantes um do outro. A matriz de variancia e covariancia
irrestrita (U, pdSymm) significa que os valores fora da diagonal das variancias sao os
desvios-padréo simétricos e diferentes de zero. Os efeitos aleatorios significam que,
de uma corrida a outra, os valores dos parametros que estdo entre parénteses eram

diferentes.

A Tabela 5 mostra os resultados encontrados na avaliacdo das estimativas dos

modelos de TDrpy (M,,= 123..12.)- Com a analise do poder de predi¢do dos modelos

de TDypy, foi possivel identificar o melhor modelo, 0 modelo 12 (M12); por isso, no
geral, os valores preditos pelo Mi2 possivelmente encontrar-se-iam proximos as
observacdes reais. Em relacdo as técnicas de degradacdo in vitro, a producéo
cumulativa de gases compds o melhor resultado na predicdo da digestao total diaria
de fibra na maioria dos critérios adotados, porém a técnica gravimétrica in vitro
compds os modelos que apresentaram maior frequéncia encontrada entre os

melhores resultados, mesmo estando abaixo da predicdo do Mz.

Quanto a andlise do poder preditivo dos modelos aplicados ao fluxo de
particulas complexadas aos marcadores, é notavel que o MC compés os modelos com
as melhores predicdes da TDypy Na maioria dos critérios de avaliagéo adotados pelo
MES. Em relagdo aos marcadores, os modelos que utilizavam o Eu como indicador
apresentaram maiores capacidades de predicdo da TDrpy de acordo com os

critérios adotados nessa avaliacao.

O gréafico apresentado na Figura 9 corresponde a andalise comparativa dos
valores observados de TDyp, comparados aos valores preditos pelo Mi2, o qual foi
composto pela combinagcdo dos modelos aplicados a técnica de producao cumulativa
de gases em incubacdes anaerbbicas in vitro e a passagem de particulas fibrosas

complexadas ao marcador Eu.
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Tabela 5. Avaliagédo dos modelos de predigéo de digest&o total diaria de fibra (TDrpy) com base nas taxas de digestéo, estimadas
pelas técnicas in vitro gravimétrica e produgao de gases, e nas taxas de passagem de marcadores

Média

Modelos de TDypy DP Mediana  DPMP VM FEM CD Cb CCC
(g/d)

Observado 1191 598,3 1299

M1. k,; Grav. / GN Cr 1117 440,0 1175 0,951 206,2 74 0,877 1,796 0,945 0,921
Mz. k; Grav. / GN Eu 1082 413,8 1117 0,932 2479 109 0,823 1,950 0,915 0,883
Ms. ik, Grav. / MC (K1) Cr 851 2934 897 0,910 4701 340 0,363 1,745 0,628 0,599
Ma. k; Grav. / MC (K1) Eu 800 288.,9 833 0,944 504,8 391 0,265 1,485 0,582 0,565
Ms. k; Grav. / MC (K1, K2) Cr 926 3324 986 0,944 386,5 265 0569 1,958 0,739 0,718
Ms. i; Grav. / MC (K1, K2) Eu 1313 526,0 1363 0,970 170,8 —-122 0916 1,225 0,969 0,954
M. k; Gas / GN Cr 928 353,8 962 0,890 387,4 263 0,567 1,822 0,767 0,723
Ms. k; Gas / GN Eu 914 350,1 945 0,931 388,0 277 0,566 1,775 0,752 0,725
Mo. k; Gas / MC (K1) Cr 696 2314 747 0,837 631,1 495 -0,149 1,168 0,422 0,386
M1o. k; Gas / MC (K1) Eu 647 228.,6 682 0,883 666,9 544 -0,283 1,000 0,387 0,364
M11. k; Gas / MC (K1, K2) Cr 768 263,1 820 0,887 552,9 423 0,118 1,408 0,519 0,489
M12. k; Gas /| MC (K1, K2) Eu 1274 501,9 1330 0,973 1541 —-83 0,932 1,382 0,974 0,961
Melhor modelo 12 12 1 12 10 12 12

M= 123..12. = Modelo de estimativa de TDgpy; k4 Grav. = Taxa de digestdo obtida pela técnica gravimétrica in vitro; k, Gas = Taxa
de digestao obtida pela produgao cumulativa de gases in vitro; GN = Modelos GN de taxa de passagem; MC = Modelo de multiplos
compartimentos para estimar taxa de passagem; Cr = Marcador cromo complexado a fibra nos ensaios de taxa de passagem;
Eu = Marcador eurépio complexado a fibra nos ensaios de taxa de passagem. Entre parénteses, estdo os efeitos aleatoérios dos
modelos de taxa da passagem
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A analise da Figura 9 confirma a aproximacdo dos pares ordenados em
relacéo a linha de unidade (X=Y) para a variavel TDypy com a utilizagéo do M12.
E notavel que, com uma quantidade pequena ingerida, o modelo super estima o
valor da digestéo total diaria de fibra; por exemplo, 0 mesmo prediz um valor
igual a 400 g/d de fibra enquanto que o valor obtido é de 200 g/d FDN; no entanto,
com o aumento da ingestdo, os dados de dispersao se distribuem melhor com
relacdo a linha de unidade, demostrando que, a0 mesmo tempo que o M1z tem
boa capacidade de predicdo de digestdo total de fibra, existe a necessidade de
entender os efeitos inerentes aos vicios de estimacdo quando referentes a

menores quantidade ingeridas.

2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

DIGESTAO TOTAL DE FIBRA

OBSERVADA DA FIBRA (g/d)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
DIGESTAO TOTAL DE FIBRA PREDITA PELO M, (g/d)

Figura 9. Valores de TDypy Observados comparados aos valores preditos. A
linha sélida é a linha de unidade (X=Y), os pontos séo os pares coordenados,
predito com o observado
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2.4. DISCUSSAO

O balanco de matéria perdida na passagem através do trato digestorio é
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 € a
sua digestibilidade determinada in vivo, ou in vitro por meio de incubagdo com
liquido ruminal (TILLEY e TERRY, 1963). Conforme Mertens (2005), os aspectos
cinéticos da digestéo in vitro podem revelar algumas propriedades intrinsecas do
alimento estudado, como a hidratacdo do alimento e o tempo de colonizacao
microbiana (tempo de laténcia), a taxa de digestdo e extensdo da digestao
(producao assintética de gas).

Ao expressar a digestibilidade em funcdo da taxa de digestdo constante

(kq) dividida pela taxa de desaparecimento constante (k,;+k,), obtém-se maior

compreensao do processo digestorio, e comecam a definir-se, com mais clareza,
os fatores que a afetam. Esses fatores podem ser atribuidos as caracteristicas
cinéticas do alimento e dos eventos que ocorrem devido a possivel concorréncia
entre as taxas de passagem e digestdo (ALLEN e MERTENS, 1988).

Quando os alimentos ingeridos chegam ao rumen, as enzimas
microbianas ndo tém acesso instantaneo as fibras potencialmente digestiveis
(ALLEN e MERTENS, 1988), a fracdo do alimento passa por um tempo de
preparo antes da digestdo (SUTHERLAND, 1988; VAN MILGEN et al., 1991). A
hidratacdo, diluicdo de substancias possiveis inibidoras do crescimento
microbiano, adeséo e efetiva colonizacdo do substrato estdo envolvidas nesse
processo de preparacdo (MERTENS, 2005). No entanto, estes eventos
proporcionam um atraso no fluxo das particulas, aumentando o tempo médio de
retencdo no ramen que promove tempo suficiente para digestdo da fracao
lentamente digestivel (ELLIS et al., 1999). Do contrario, a taxa de passagem
aumenta e a digestibilidade do alimento diminui (VAN SOEST et al., 1991).

Os processos descritos acima sao de extrema importancia para a
obtencéo de dados verdadeiros e corretos da digestéo total diaria de fibra. Sem

esse referencial, as préprias estimativas que sdo geradas por métodos indiretos,
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0S quais visao a prescricao dos fendbmenos reais, torna-se inexequivel a predicéo
da realidade com acuracia e preciséo.

A interpretacao cinética dos perfis de degradacdo gravimétrica descreve
que, a medida que o tempo passa, o residuo de fibra da incubacédo decresce até
atingir a assintota (ROHEM JUNIOR, 2016). De acordo com os resultados de
digestéo total da fibra encontrados neste trabalho, ao analisar os modelos de
degradacdo in vitro, embora o modelo de degradacgéo gravimétrica aplicado ndo
tenha sido o melhor modelo de acordo com a teoria de informacao dos critérios
utilizados pelo MES, pode-se assumir que a gravimetria pode contribuir
positivamente nos ensaios de digestdo com incubagdes anaerdbicas in vitro. A
proximidade dos modelos que obtém a taxa de digestdo utilizando a técnica
gravimeétrica in vitro e do Mi2 confirma essa assergao.

Segundo Mertens (2005), a cinética digestiva dos componentes dos
alimentos deveria ser descrita pela divisdo do alimento nas seguintes fracoes:
rapida e lentamente digestivel e indigestivel. O método de producdo acumulada
de gases é vantajoso se comparado ao método gravimétrico, porque é mais
barato, simples e menos laborioso e permite a mensuracao da fermentacéo dos
compostos soluveis (PELL e SCHOFIELD, 1993; MALAFAIA et al., 1999).
Enquanto o modelo bifasico de degradacédo gravimétrico abrange as fraces
rapida e lentamente degradaveis da fibra (VIEIRA et al., 2008a), os modelos
bifasicos de producdo acumulada de gases abrangem os carboidratos soluveis
e insoluveis (PELL e SCHOFIELD, 1993; CONE et al., 1997).

O modelo de monomolecular € um modelo ndo sigmoidal, sendo este
exponencial com dois parametros (V5 e kg4), que pressupde a taxa especifica de
producdo de gases proporcionalmente a quantidade de substrato e
independente da massa microbiana. Ja o modelo de Gompertz com trés
parametros (V;, uo € k) assume que a taxa de producéo de gas € proporcional a
atividade microbiana, mas, de acordo com a cinética de primeira ordem, a qual
pode ser atribuida a perda de eficiéncia na taxa de fermentacdo com o tempo,
essa proporcionalidade diminui com o tempo (BEUVINK e KOGUT, 1993).

Os componentes dietéticos que sao fermentados no rimen sdo uma

funcdo da taxa de fermentacdo e do tempo de permanéncia no ramen. Este
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altimo normalmente é expresso como o tempo médio de retencéo, isto €, a
reciproca da taxa de fluxo fracional.

A alocacdo das constantes de velocidade para compartimentos
especificos no trato digestorio ndo é totalmente clara. Originalmente, Blaxter et
al. (1956) sugeriram gque a constante de taxa mais lenta representava eventos
ocorrendo pés-ruminalmente e que a constante de taxa mais rapida
representava eventos que ocorriam no rimen. No entanto, Grovum e Williams
(1973) mostraram que a constante de taxa mais lenta se relacionava com a saida
do rumen e sugeriram que a constante de taxa mais rapida provavelmente
representava eventos que ocorriam apdés o rumen. Dhanoa et al. (1985)
assumiram a constante de taxa mais lenta representando a saida do rimen e,
em alguns casos, foi determinada pela analise da parte pds-pico da curva de
excrecado como uma unica exponencial. Os autores consideram que o modelo
MC preenche o requisito de fornecer duas taxas constantes que teoricamente se
relacionam com os dois compartimentos que tém o TMR mais longo. Embora
ainda néo tenha sido demonstrado claramente que eles podem ser identificados
como o rumen e 0 ceco, 0s resultados obtidos no estudo sdo consistentes com
K,, representando vazao cecal e k,, representando a taxa de fluxo ruminal.

Entretanto, como recurso para eliminar as diferengas nas constantes de

velocidade entre k; e k5, foi feita uma média (Ep), gue foi aplicada no modelo

MC de digestao total diaria de fibra. Portanto, apesar de ter um maior nimero de

parametros, o modelo MC teve melhor capacidade de ajuste conforme revelada

pela teoria da informac&o. Essa capacidade de estimar TDypy pode ser atribuida
ao fato de o modelo considerar apenas uma taxa de passagem (Ep) ao invés de

duas taxas de passagem, tornando as estimativas mais proximas a realidade.
Assim como o primeiro modelo criado por Waldo et al. (1972), o modelo
GN é limitado pelo mesmo pressuposto ao assumir a homogeneidade de
particula no rimen e que, independentemente do tamanho ou idade da particula,
existe a probabilidade de escape, embora o fluxo de particulas do rimen seja
um processo seletivo (HUHTANEN et al., 1995). De acordo com Ellis et al. (1994)
e Huhtanen et al. (2006), se se desconsiderarem os mecanismos de retencéo

seletiva do fluxo de particulas no ramen, € impossivel atingir a digestibilidade
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by

observada in vivo relativa a FDN potencialmente digerivel com valores de
parametros cinéticos realistas. Esta retencao seletiva é explicada pela taxa de
passagem mais lenta da fibra digestivel do que da indigestivel.

Deve-se levar em consideracdo que, no modelo GN, existem duas
condicbes fundamentais para diferentes fenbmenos ocorrerem, quais sejam,
qguando a ordem dependente do tempo €é igual a um (N = 1), em que todas as
particulas tém a mesma probabilidade de escape, e quando N = 2, quando a
probabilidade de escape de particulas é diferente. Apesar dessas restricoes
matematicas impostas, o0 modelo de certa forma imita a realidade, pois considera
um tempo de atraso para o escape de particula do rimen (MATIS 1989).

O M12 foi o modelo utilizado na montagem da Figura 9; apresenta um
potencial de predicéo da TDypy, porém mostra comportamentos distintos quanto
ao nivel de ingestéo de fibra: com uma pequena quantidade de fibra ingerida, o
modelo superestima a TDrpy; NO entanto, com o aumento do consumo de fibra,
0 modelo torna-se mais preciso na estimacao de digestao total diaria de fibra.
Essa melhoria na predicao faz a produgao cumulativa de gases com incubagdes
anaerobicas in vitro e a estimacdo da taxa de passagem por meio da utilizacédo
de fibras complexadas a marcadores serem consideradas ferramentas Uteis as

estimativas da digestao total diaria de fibra em ruminantes.
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3. CONCLUSAO

A técnica de producdo cumulativa de gases in vitro é promissora na

estimac&o da TDrpy.
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