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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Zootecnia 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

AVALIAÇÃO DE COMPONENTES DA FIBRA COMO MARCADORES 
INTERNOS E DE ALCANOS PARA ESTIMAR O FLUXO DE DIGESTA 

NO DUODENO DE BOVINOS 
AUTOR: FRANCISCO RONDON MESQUITA 

ORIENTADOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI 
Local e Data da defesa: Santa Maria, 01 de Março de 2012. 

 

 Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial do uso de 
componentes da fibra como marcadores internos e alcanos na estimativa do fluxo duodenal 
em bovinos. Para tanto foi avaliada a degradabilidade intestinal das frações fibrosas de 
diferentes alimentos. Foram utilizados quatro bovinos da raça holandesa dotados de cânula 
tipo “T” simples no duodeno e um bovino dotado de fistula ruminal, com dieta a base de 
Aveia Preta e concentrados (60:40). Foram conduzidos ensaios com sete diferentes alimentos, 
estes sendo submetidos a diferentes tempos de incubação ruminal, (12, 24, 36 e 48 horas). Por 
meio da técnica dos saquinhos móveis, foi avaliada a degradação intestinal dos alimentos. As 
médias das frações fibrosas obtidas pós-ruminalmente e recuperadas nas fezes diferiram 
significativamente de FDN, FDA e LDA (P<0,05). O desaparecimento em percentual da MS 
foi de 6,44, 2,07 e 0,90%, para FDN, FDA e LDA, respectivamente. No entanto a análise de 
regressão linear indicou altos coeficientes de determinação para todos os tempos de 
incubação. O desaparecimento em proporção de FDA e LDA foram estatisticamente iguais 
em todos os tempos de incubação (P>0,05), indicando perda de partículas pelos poros dos 
saquinhos. A correção dos teores de FDA, pela perda de LDA não afetou os coeficientes de 
determinação que permaneceram elevados. A estimativa do fluxo de duodenal de MS com a 
FDA e a LDA foram similares, 2,025 e 2,135 kgMS/dia, respectivamente. Os n-alcanos 
apresentaram baixa recuperação fecal (C31= 63,3%; C32=46,7% e C33=75,6%),o que pode 
ter contribuído para alta variabilidade dos resultados. O C32 superestimou os valores de fluxo 
duodenal de MS, sendo que fluxo médio obtido pelo C32, corrigido pela excreção fecal do 
alcano, foi de 3,855 kgMS/dia, enquanto o observado com o FDA foi de 2,065kgMS/dia e 
2,135 kgMS/dia com base no LDA. O FDA foi eficiente para medir o fluxo duodenal de MS, , 
diferentemente do n-alcano dosado, o C32, que superestimou este parâmetro e, como C31 e 
C33, apresentou resultados com alta variabilidade. 
 
Palavras-chaves: Degradação Intestinal da Fibra. FDA. n-alcanos. Marcadores Internos e 
Externos. 
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 The use of ADF as internal Marker of duodenal digesta flow was evaluated, for this 
the intestinal degradability of fiber was studied. Four Holstein calves (156± 33 kg), fitted with 
duodenal cannula “T” simple, and one calve fitted on the rumen, fed diet base with black oat 
and supplement, was used. Seven feeds were weighted on the polyester bags (7x5,5cm; 
25µm) and treated at different ruminal incubation times (12, 24, 36 and 48 hours). After the 
respective incubations times, the bags were introduced in the duodenum of animals, recovered 
on the faeces and analyzed. The means of fiber fraction obtained posruminally and on the 
samples recovered on the faeces, were significantly different (P<0,05). The percent difference 
was 6,44, 2,07 e 0,90% on DM basis, for NDF, ADF and ADL, respectively. The 
disappearance of ADL indicated loss of particles through the pores of the bags, thereby the 
means were corrected for the loss of ADL, improving the regression coefficients and intercept 
of the regression equations, demonstrating the potential of using the ADF as an internal 
marker of digesta flow in ruminants. Additionally, was evaluated the duodenal digesta flow 
on cattle, with different markers. The means obtained from the ADF and ADL were similar, 
2,025 and 2,135 kgDM/day, respectively. The n-alkanes presented low fecal recovery (C31= 
63,3%; C32=46,7% e C33=75,6%), this may have contributed to the high variability of the 
results obtained from the n-alkanes. The n-alkane C32 overestimated the duodenal flow of 
DM, 3,855 kgDM/day. The ADF was useful for to measure the duodenal digesta flow, even 
small loss was detected, this did not prejudice the assessment. The ADF was efficient for 
measure digesta flow of DM, differently of the n-alkanes that overestimated (C32) and 
presented high variability (C31, C32 and C33). 
 
Key words: Fiber Intestinal Degradability. Duodenal Digesta Flow. ADF. Alkanes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 A intensificação da produção de alimentos cada vez mais se torna indispensável em 

um mundo que o número de habitantes ultrapassa os 7 bilhões. No entanto essa intensificação 

deve ser acompanhada de uma racionalização na utilização de insumos, assim como na 

diminuição da emissão de resíduos à natureza. Buscando atender a essas demandas, têm sido 

desenvolvidos sistemas nutricionais para ruminantes baseados em energia e proteína 

metabolizável (AFRC, 1993 e NRC, 2001). A proteína metabolizável representa a soma dos 

aminoácidos de origem microbiana e de origem alimentar que chegam com a digesta no 

duodeno e estão disponíveis para absorção no intestino delgado.  

 O fluxo de digesta no duodeno pode ser medido com uso de cânulas reentrantes 

(PORTER & SINGLETON, 1971a). Contudo, em função da complexidade e necessidade de 

equipamento não convencional para efetuar tal medida, usualmente o fluxo de digesta 

duodenal é estimado pelo uso de marcadores externos ou internos. Medidas de fluxo duodenal 

de digesta obtidas com marcadores externos são frequentemente sujeitas a alta variabilidade 

associada a fatores que incluem grau de mistura do marcador com a digesta, procedimentos de 

dosagem e coleta de amostras, exatidão e precisão analítica, grau de recuperação, entre outros 

(OWENS & HANSON, 1992). Várias destas deficiências seriam superadas com uso de 

marcadores internos, os quais seriam constituintes naturais do alimento, mas indigestíveis no 

compartimento gastrointestinal em estudo.     

 Frações indigestíveis do alimento ou da fibra são frequentemente utilizadas como 

marcadores internos para medir excreção fecal e/ou digestibilidade total (LIPPKE et al., 2000; 

LANDAU et al., 2005; SILVA et al., 2007). Nesse caso, o marcador corresponde ao resíduo 

remanescente após incubação in situ ou in vitro, durante pelo menos cinco dias, de amostras 

de alimento e fezes.  De outro modo, em estudos de digestibilidade que utilizam animais 

canulados no duodeno e mantidos em gaiolas de metabolismo, onde a excreção fecal total é 

mensurada, o fluxo duodenal de digesta poderia ser estimado com um marcador interno que 

seja indigestível nos intestinos, independentemente do seu grau de desaparecimento no rúmen. 

Nesta perspectiva, PORTER & SINGLETON (1971a) observaram que não houve digestão 

intestinal da lignina em detergente ácido (LDA) no intestino de ovinos. A LDA apresenta a 

vantagem ser obtida por um método rotineiro em laboratórios de análise de alimentos 

(BERCHIELLI, 2005). Entretanto problemas relacionados ao método analítico e a 

repetibilidade dos resultados obtidos na determinação da LDA, têm sido um empecilho na 

utilização desta fração como indicador. Em um estudo subsequente a este (PORTER & 
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SINGLETON, 1971b), foi observado que 95 a 100% da celulose digestível desaparece no 

rúmen e não nos intestinos. Estes resultados indicam o potencial uso de FDA como alternativa 

ao LDA como marcador do fluxo de digesta no duodeno. Em função de sua maior 

concentração nas amostras, a análise de FDA usualmente tem maior precisão analítica e 

eventuais variabilidades analíticas resultariam em menor variabilidade nas estimativas de 

fluxo de digesta comparado à LDA. Contudo, o uso de FDA como marcador para estimar o 

fluxo duodenal de digesta necessita ainda ser consistentemente avaliado.    

 O objetivo deste trabalho foi avaliar se, e em que grau, os componentes da fibra dos 

alimentos desaparecem no intestino delgado e, desta forma, seu potencial de uso como 

marcadores internos de fluxo de digesta duodenal em ensaios de digestibilidade. Além disso, 

foi avaliado também o uso de alcanos como marcadores interno e externo do fluxo de digesta 

duodenal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



  

2 HIPÓTESE 
 

 Componentes da fibra dos alimentos que escapam da fermentação ruminal não são 

digeridas no trato digestivo inferior e podem ser utilizados como marcadores do fluxo de 

digesta duodenal. 

 O fluxo de digesta duodenal estimado com componentes da fibra indigestíveis nos 

intestinos é similar ao estimado com o uso de alcanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3 ESTUDO BIBLIOGRÁFICO 
 

3.1 Fluxo de Digesta 
 

 O ruminante desenvolveu um complexo e eficiente, mecanismo digestivo para 

degradação e absorção dos nutrientes da parede celular das plantas (MERTENS, 1993). Os 

aspectos dinâmicos da digestão em ruminantes incluem o fluxo e concentração da ingesta no 

trato digestivo. Esse processo envolve a taxa de passagem de material indigestível e 

“turnover”, que por sua vez envolve a taxa de digestão e captação líquida de nutrientes 

(Digestibilidade) (VAN SOEST, 1994). “Turnover” é o efeito de mistura que ocorre quando 

há fluxo de entrada em um compartimento que tem uma ou mais saídas para balancear a 

entrada. (VAN SOEST, 1994). 

 A digesta no trato gastrointestinal é constituída de material particulado e água, em que 

é dissolvida uma série de solutos orgânicos e inorgânicos da dieta ou mesmo de material de 

origem endógena. A proporção relativa desses componentes na digesta é variável de acordo 

com a secção do trato (FAICHNEY, 1975). De acordo com France & Siddons (1986), a 

digesta apresenta uma fase líquida (líquido e pequenas partículas) e outra sólida (médias e 

grandes partículas). Outro importante constituinte da digesta que flui a partir do rúmen são os 

microrganismos ruminais bactérias em sua maioria, que são responsáveis por grande parte do 

aporte de proteína que será disponibilizada ao animal (VAN SOEST, 1994).   

 O fluxo de digesta pode ser considerado em termos de velocidade, taxa de fluxo ou 

taxa de passagem (WARNER, 1981). Velocidade que tem unidade de distância por unidade 

de tempo, é aplicada somente para segmentos tubulares do trato gastrointestinal (TGI), onde 

fornecem um índice de motilidade intestinal. Taxa de fluxo refere-se ao volume ou massa de 

digesta que passa um ponto do TGI por unidade de tempo e é medida em associação com 

outras análises e permite fazer estimativas da partição da digestão, ou seja, a extensão da 

digestão, absorção e/ou secreção ocorrendo em segmentos definidos do trato. Já a taxa de 

passagem, mede o tempo em que uma porção da digesta é exposta ao processo de mistura 

digestão e absorção no TGI, ou em um segmento específico deste (FAICHNEY, 2005). A 

determinação do fluxo de digesta pode ser realizada por meio de inúmeras técnicas. Ainda que 

na determinação do fluxo de digesta no trato como um todo, seja possível determinar por 

meio da recuperação fecal de um marcador, quando se deseja saber o fluxo em um 

determinado seguimento do trato digestivo, isso requer o uso de animais com algum grau de 

preparação cirúrgica (GROVUM, 1986).  



 

 

 

3.2 M
 

 

longo

cirur

esse 

prim

diges

era 

proce

sobre

 

 

 

 

 
Figura

da câ

possi

pós 

Proce

(COO

(HAR

A prepar

Metodologi

Existem 

o do trato 

rgicamente p

intuito têm 

A cânula

meira vez po

stiva. Por m

realizada a

edimento de

e o fluxo de

 

 

 

 

 

 

a 1 - Cânula r

 

O princip

ânula e perd

ibilidade de

cirúrgicos 

edimentos 

ONER et al

RMON & R

ração dos an

as para det

inúmeras m

digestivo e

preparados 

sido desenv

a reentrante

or Philipso

meio de uma

a medida 

e desvio, am

e digesta (SA

reentrante proj

pal problem

da de diges

e um tempo

podendo 

similares, 

l. 1957) e (H

RICHARDS

nimais pode

terminação

metodologia

em ruminan

em estudos

volvidos, ca

e desenvolv

n, 1952, em

a cânula era

direta por

mostragem e

AMANIEG

jetada para ov

ma associado

ta quando a

o de recuper

levar o a

no duoden

HORNEY e

S, 1997). A

e ser feita co

o do fluxo d

as desenvol

ntes. No en

s dessa natu

ada um com

vida por Cr

m ovinos e

a desviado o

r coleta to

e retorno da

GO, 1996). 

vinos e bovino

o ao uso da

a cânula ina

ração pós-ci

animal à ó

no e íleo 

et al. 1972)

A maior van

om cânulas 

de digesta

lvidas para 

ntanto, é c

ureza. Ness

m suas limita

roker & Ma

em seus pr

o fluxo para

otal da dig

a digesta pa

os (Ivan & Joh

a cânula ree

advertidame

irúrgico bas

óbito (HAR

de ovinos 

) indicam te

ntagem da c

simples ou 

avaliação d

onsenso a 

e sentido di

ações e pote

arkowitz, 19

rimeiros est

a fora do co

gesta (WEN

ara o intestin

hnston, 1981) 

ntrante é as

ente torna-s

stante longo

RMON & 

(BROWN

empos de pa

ânula reent

reentrantes

do fluxo de

utilização 

iferentes ap

encialidades

936, foi uti

tudos sobre

orpo do anim

NHAM, 1

no do anima

ssociado ao

se “separada

o e comprom

RICHARD

N, 1968) e

atencia de 6

trante é que

16

s. 

e digesta ao

de animais

paratos com

s.  

ilizada pela

e fisiologia

mal e assim

979). Esse

al, interfere

 o bloqueio

a”, além da

metimentos

DS, 1997).

m bovinos

6 à 8 meses

e o fluxo de

6 

o 

s 

m 

a 

a 

m 

e 

e 

o 

a 

s 

. 

s 

s 

e 



 

diges

(PHI

 

sendo

tamb

quan

meio

abaix

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura
permi
 

 

de “T

temp

(HAR

 

 

 

 

 
 

 

sta pode ser

ILLIPSON, 

A cânula

o aplicada 

bém a colet

ndo em cole

o de um ac

xo. 

 

 

a 2 - Cânula “
ite a sub-amos

Em 1953

T”. Este tip

po de patenc

RMON & R

r medido di

1969). 

a tipo “T” d

em ensaios 

a total da d

eta a válvul

essório é p

“T” fechada, 
stragem e dev

3 Macdonal

po da cânula

cia pode se

RICHARDS

iretamente a

desenvolvid

com ovino

digesta. Qua

la é girada 

possível faz

(a) com a válv
olução da dig

ld, descreu a

a necessita 

er de até 2 a

S, 1997). 

ao mesmo t

da por Ivan,

os (IVAN, 1

ando fechad

e então dir

zer a digest

lvula aberta pe
gesta. (Komare

a preparaçã

de um proc

anos, é mai

tempo em q

 1974 para 

1977; IVAN

da toda a d

reciona tod

ta retornar p

ermite a colet
ek, 1981). 

ão de uma câ

cedimento b

is leve, de m

que é possív

ensaios com

N & JOHNS

digesta flui p

da a digesta

para o inte

ta total da dig

ânula duode

bem menos

menor custo

vel fazer su

m suínos, e

STON, 197

pelo lúmen

a para o ext

estino, como

gesta (b) com 

enal simple

s evasivo, s

o e de fácil

17

ub-amostras

e mais tarde

79), permite

n da cânula,

terior e por

o na figura

a válvula que

es em forma

endo que o

l fabricação

7 

s 

e 

e 

, 

r 

a 

e 

a 

o 

o 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura
 

 

incon

assoc

interf

dos a

por g

comp

 

utiliz

motil

possí

utiliz

reent

motil

fluxo

 

3.3 M

 

uma 

 

(hidr

a 3 - Cânula “

Embora 

nvenientes, 

ciados a he

ferência no

animais que

grande parte

pleta homog

Um aspe

zada, é no q

lidade do in

íveis. Em e

zação das câ

trante, adap

lidade intes

o. 

Marcadores

Quando 

vez que ape

Um marc

rólise e sín

“T” Simples, m

mais utiliz

os dois prin

eterogeneida

s resultados

e caracteris

e dos erros 

geneização 

ecto import

que diz resp

ntestino, pa

studos radio

ânulas, Wen

ptada por A

stinal, e a c

s 

empregada 

enas parte d

cador é um 

ntese) ou f

modelo semelh

zada no me

ncipais aspe

ade da dige

s principalm

sticamente é

em estudo

do marcado

tante que d

eito a interf

ara que des

ológicos co

nham, 1979

Ash em 196

cânula “T” 

a cânula si

da digesta qu

composto d

físicos (flu

hante ao usad

eio científic

ectos que po

esta e marc

mente em es

é mais hom

os de digest

or a digesta 

deve ser co

ferência da 

ssa forma o

om o intuito

9 e Wenham

62 apresento

simples foi

 

imples “T” 

que fui pelo 

de referênci

uxo) da dig

do em ovinos e

co, a cânul

odem causa

adores. O p

studos com 

mogêneo. Já

ão em rumi

(HARMON

onsiderado, 

colocação d

os resultado

 de estabele

m & Wyburn

ou maior im

i a que apre

se faz nece

trato esta se

ia utilizado 

gestão. Os 

e bovinos. (Ste

a simples “

ar problemas

primeiro fat

cânula no d

á os marcad

inantes, isso

N & RICHA

independen

da cânula no

s possam s

ecer as poss

n, 1980, ob

mpacto no 

esentou men

essária a uti

endo amostr

para monito

marcadore

ein et al. 1997

“T”, aprese

as nas estima

tor pode ca

duodeno do 

dores são re

o muito em

ARDS, 1997

nte do tipo

o fluxo da d

ser os mais 

síveis interf

bservaram q

fluxo de d

nor influen

ilização de m

rada (Hogan

orar aspecto

es são roti

18

7).  

enta alguns

ativas estão

ausar maior

que no íleo

esponsáveis

m função da

7).  

o de cânula

digesta e na

fidedignos

ferências da

ue a cânula

digesta e na

ncia sobre o

marcadores

n, 1964). 

os químicos

ineiramente

8 

s 

o 

r 

o 

s 

a 

a 

a 

s 

a 

a 

a 

o 

s 

s 

e 



19 
 

utilizados para estimar o fluxo de digesta e a excreção fecal em ruminantes (OWENS & 

HANSON, 1992). Indicadores são substâncias indigestíveis, normalmente de fácil 

determinação, podendo ser administradas com o alimento ou diretamente em algum segmento 

do aparelho digestório, sendo posteriormente identificados e quantificados nas fezes ou ao 

final do segmento em estudo (WARNER, 1981). 

 Owens & Hanson, 1992 e Faichney, 1975 sugerem que um marcador ideal tenha as 

seguintes características: 1) não deve ser absorvido; 2) não deve afetar ou ser afetado pelo 

trato gastrointestinal ou pela população microbiana; 3)devem fluir paralelamente ou ser 

fisicamente semelhantes ou intimamente associada com o material a ser marcado, e; 4)deve 

ter um método específico e sensível de estimação.  

 Uma vez que a digesta pode ser dividida em duas fases é recomendável que sejam 

utilizados um marcador para cada fase, pois as fases não possuem a mesma proporção na 

digesta duodenal (WALLER et al. 1980), fluídos passam do rúmen mais rapidamente do que 

partículas pequenas, e pequenas partículas densas passam do rúmen mais rapidamente do que 

partículas grandes. Nenhum marcador único preenche todos estes critérios (MERCHEN, 

1993), mas o grau tolerável de erro difere com a variável que está sendo medida (OWENS & 

HANSON, 1992). 

 

3.3.1 Marcadores Internos 

 

 Esses marcadores são comumente empregados nos estudos de digestão, por 

apresentarem uma série de vantagens frente aos marcadores externos. Estes marcadores são 

aplicados principalmente em experimentos com animais em pastejo onde é dificultada a 

dosagem individual dos animais, marcadores internos apresentam a vantagem de serem 

componentes indigestíveis presentes no alimento, não havendo, portanto, a necessidade de 

prévio preparo (BERCHIELLLI et al. 2005). Entretanto o seu uso ainda tem restrições em 

função de erros provocados em função da modificação do marcador no alimento e nas fezes, 

ou seja, o marcador pode ser quimicamente modificado pela ação da digestão (MARAIS, 

2000).  

Proposta inicialmente por Lippke et al. 1986, os componentes indigestíveis da parede 

celular, como fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido (FDA) têm sido 

usados (ÍTAVO et al., 2002a; ZEOULA et al., 2002), podendo ser obtidos pela incubação 

ruminal em sacos de náilon ou incubação in vitro em líquido ruminal (FREITAS et al., 2002). 

Segundo Cochran et al. (1986), a fibra em detergente neutro indigestível (FDNi) e a fibra em 
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detergente ácido indigestível (FDAi) são indicadores com potencial de utilização para 

estimativa da digestibilidade. Entretanto, problemas com relação a variações nos resultados, 

possivelmente em função do método de análise com esses marcadores são relatados 

(DETMANN et al. 2001). As frações indigestíveis da fibra apresentam ainda problemas 

relacionados com a recuperação fecal, que dificultam a adoção de metodologias baseadas 

nessas frações. (KOZLOSKI, et al. 2009) 

Outro componente da fibra que pode ser utilizado como marcador, LDA tem sua 

utilização limitada em função de problemas relacionados a variabilidade dos resultados 

obtidos nas análises. Mesmo com uma vasta quantidade de pesquisas, a composição da 

lignina permanece obscura e, consequentemente, a determinação quantitativa da lignina é 

basicamente empírica (FAHEY et. al. 1983). 

 A complexa e variável estrutura da lignina torna difícil a adoção de metodologias 

específicas que determinem, com alta confiabilidade, sua real concentração (BERCHIELLI et 

al. 2005). Existem evidencias que apontam para uma modificação na composição química da 

lignina do alimento com relação à lignina recuperada nas fezes (ELAN & DAVIS, 1961). 

Embora rotineiramente analisada nos laboratórios, a lignina parece ser limitada para medir 

fluxo de digesta principalmente em dietas com teores elevados de concentrados (THONEY et 

al., 1979). 

 

3.3.2 Marcadores Externos 

 
 Os marcadores externos são extensamente utilizados em nutrição de ruminantes, sejam 

na medida de fluxo, excreção fecal ou nas estimativas de digestibilidade de dietas. Entre eles 

podemos citar os compostos de metais trivalentes, tais como, o Cromo (Cr), Titânio (Ti), 

Cobalto (Co) e o Rutênio (Ru). Óxidos e sais de metais trivalente e tetravalente têm 

características de marcadores inerte e tem sido usado como tal, com diferentes graus de o 

sucesso (MARAIS, 2000).  

 O Cobalto é utilizado na forma de Co-EDTA com um ânion  monovelente,  

geralmente é utilizado o Lítio, formando um sal (Li-Co-EDTA). Outro metal de transição, é o 

Rutênio que é utilizado como marcador de partículas na forma de fenantrolina de Rutênio 

(Ru-Phe), tem alta recuperação, segundo Marais, 2000, variando de 93à 102%.  

 O marcador externo que ainda é o mais utilizado em ensaios com ruminantes é o 

cromo em suas diversas formas de apresentação (CARVALHO et al. 2007). Apesar de Cr2O3 
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de ser conhecido por se comportar de forma independente de ambas as fases líquida e 

partículas de digesta no trato gastrointestinal (FAICHNEY, 1975), considera-se como um 

marcador de referência em nutrição para a estimativa da produção de MS fecal (KOTB & 

LUCKEY, 1972; LE DU & PENNING, 1982) Este marcador pode ser administrado 

oralmente, com cápsulas de gelatina, misturado à ração ou ainda, por meio de dispositivos de 

liberação controlada. O uso do Cr2O3 tens algumas restrições como recuperações incompletas 

(MIR et al. 1989; SOARES et al. 2004), segundo Kozloski et al. 2006, outro inconveniente 

são flutuações nas concentrações fecais de Cromo ao longo do dia. 

  O cromo é sempre dado aos animais no estado trivalente, que não é tóxico para 

humanos e animais. No entanto, análises laboratoriais requerem cromo hexavalente para a 

determinação colorimétrica da concentração de cromo em solução, e cromo hexavalente é 

altamente tóxico e cancerígeno (COSTA, 1997; SEDMAN et al., 2006). 

 O Cromo pode ser também utilizado com marcador da fase líquida na forma de Cr-

EDTA, assim como o cobalto também é combinado com um sal de Lítio, para que ocorra o 

processo de cristalização (UDÉN et al. 1980). Quando o cromo é radio-marcado (51Cr), este 

utiliza o Cr-EDTA como veículo (MARAIS, 2000). 

 De outra forma, o cromo pode ser utilizado como cromo mordente, ou seja, marcando 

a fibra, uma vez que estes compostos ligam-se firmemente aos componentes da parede celular 

das plantas. A recuperação da fibra marcada com cromo nas fezes, e influenciada pela 

digestibilidade do material da planta marcado. Assim menores recuperações fecais estão 

associadas á material com alta digestibilidade. Além disso, o tamanho das partículas exerce 

forte influencia sobre as taxas de passagens determinadas (BRUINING & BOSCH, 1992). 

 Uma importante alternativa que vem sendo testada e utilizada com êxito é o Óxido de 

Titânio (TiO2), por ter uma elevada recuperação fecal, em torno de 98% (MARAIS, 2000)  e 

se dosado entre 2 e 3 gramas/dia, não traz nenhum malefício ao animal além de não ter 

propriedades carcinogênicas como o Cromo (MYERS, et al. 2004). Mulebach et al. 1970, 

observaram que o óxido de titânio em contato com H2O2 , ocorre uma reação que produz uma 

intensa coloração laranja, característica essa que vem sendo explorada na determinação da 

concentração de óxido de titânio (NJAA et al. 1961).  

 Os metais de transição utilizados como marcadores podem ser determinados, de 

maneira geral, por espectrometria de absorção atômica. 

Além dos metais de transição, os lantanídeos, ou terras raras, vem sendo utilizados em 

estudos de cinética digestiva. Esses elementos são indigestíveis e não são absorvidos no trato 

gastrointestinal de mamíferos e vem sendo testados como marcadores de fase sólida em 
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estudos de fluxo, assim como, em estimativas de consumo de forragem e vacas de leite 

(RIBEIRO FILHO, et al. 2009) Vários destes metais tais como: lantânio, cério, neodímio, 

samário, európio, disprósio, itérbio e érbio, têm sido impregnados ao material vegetal e 

usados como marcadores (MARAIS, 2000). A Adsorção de marcadores por partículas permite 

a medição direta do comportamento de partículas, assumindo que o marcador não influencia 

digestão e passagem. Elementos de terras raras têm sido usados para marcar partículas 

diretamente porque eles possuem propriedades de adsorção (KYKER, 1962). Isótopos 

radioativos de cério (ELLIS & HUSTON, 1968), disprósio (ELLIS, 1968) e itérbio (ELLIS et 

al., 1979) são absorvidos por partículas e têm sido empregados como marcadores de partículas 

(TEETER et al. 1984). 

 Quiroz et al. 1988 e Moore et al. 1990, observaram que os lantanídeos podem marcar 

diferentes partículas, e até mesmo diferentes ingredientes em um único experimento.  

 No entanto esta técnica exige uma preparação prévia do material marcado. O 

procedimento de marcação da fibra pode ser feito impregnando o material pulverizando  uma 

solução contendo o lantanídeo, ou ainda por imersão em solução contendo o marcador 

(COMBS et al. 1992). Embora o segundo processo seja mais eficiente para marcar a fibra, 

este procedimento pode remover a maior parte do OM solúvel do alimento e, assim, alterar a 

sua digestibilidade e dinâmica do fluxo (ALLEN, 1992). 

 Também é reportado na literatura a presença de matérias no rúmen com afinidade com 

os elementos lantanídeos, essa migração é por alguns pesquisadores considerada 

insignificante, no ponto de vista analítico (HARTNELL et al. 1979) e por outros um sério 

problema que inviabilizaria sua utilização (MADER et al. 1984; TEETER et al. 1984). Além 

disso, CROOKER et al. 1982, relatou possível solubilização do itérbio no abomaso, sob 

condições ácidas. Quanto a sua análise na maioria dos casos é empregada a 

espectrofotometria de absorção atômica (BERCHIELLI, et al. 2005) 

 Mesmo com todos os inconvenientes relatados é possíveis fontes de problemas já 

descritas, muitos pesquisadores ainda utilizam os lantanídeos, e principalmente o cloreto de 

itérbio como marcador do fluxo de partículas tendo resultados bastante satisfatórios (PRIGGE 

et al. 1981; BERCHIELLI et al. 1998). 

 Nos estudos que objetivam avaliar o fluxo de nitrogênio de origem microbiana, da 

mesma forma podem ser utilizados marcadores externos, tais como os isótopos  de nitrogênio 

(15N), de enxofre ( 35S) e do Fósforo (32P). 

 Estes isótopos são em geral utilizados para determinação do fluxo de proteína 

microbiana no duodeno. O Na2
35SO4 é um isótopo radiativo de meia vida curta, o composto 
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no rúmen é reduzido a sulfito, e incorporado as bactérias umas vez que as bactérias passam a 

sintetizar aminoácidos sulfurados, o procedimento de análise é descrito por Elliot & 

Armstrong, 1982. O método é baseado na espectrometria  de cintilação líquida. O uso do 35S, 

ainda encontra restrições, mesmo que sua meia vida seja relativamente curta, cerca de 87 dias, 

este elemento possui um potencial risco a saúde e pode acumular-se na carne e no leite 

(MARAIS, 2000). 

 Semelhante problema é atribuído a 32P, que embora seja um marcador eficiente, 

agindo à nível de fosfolipídios da parede celular bacteriana (BUCHOLTZ & BERGUEN, 

1973), seu uso se torna difícil em função do seu manuseio que requer muitos cuidados. 

 Dos isótopos, o mais amplamente utilizado é o 15N, na forma de [15N](NH4)2SO4,. Isto 

se deve, por algumas características: ser um isótopo estável; não apresentar riscos a saúde; 

não ser encontrado naturalmente nos alimentos; e não marca o nitrogênio de origem 

endógena, dessa forma todo o 15N encontrado será de origem microbiana (BRODERICK & 

MERCHEN, 1992). Este método propicia uma ótima precisão, no entanto a sua análise além 

de laboriosa tem o custo um pouco elevado, uma vez que utiliza um espectrômetro de massas 

(I.A.E.A, 1985). Embora  não seja possível a incorporação direta do 15N pelos protozoários, 

esse processo se dá de forma indireta uma vez que os protozoárias em geral predam as 

bactérias ruminais (MARAIS, 2000). 

 

3.4 Alcanos 
 

 Praticamente todas as plantas superiores têm uma camada epicuticular de cera em sua 

superfície externa, que normalmente é uma mistura complexa de compostos lipídicos 

alifáticos sintetizada pela planta (DOVE & MAYES, 2006). A composição dessa cera difere 

muito entre diferentes espécies de plantas e, até certo ponto, em diferentes partes da mesma 

planta. Folhas e partes florais tendem a ter as maiores concentrações e raízes têm níveis muito 

baixos (DOVE & MAYES, 1996).Outro aspecto importante é que essa variação no perfil dos 

componentes das ceras das plantas permite fazer inferências sobre a proporção de diferentes 

plantas na dieta consumida pelo animal. Uma vez que padrão desses componentes nas fezes 

surge a partir uma combinação específica de padrões de vegetais na dieta. 

 Dentre as várias substâncias que compõem a cera das plantas, surgiram diversas com 

potencial de utilização como indicadores, tais como os ácidos graxos de cadeia longa 

(GRACE & BODY, 1981) e, especialmente, os hidrocarbonetos alifáticos saturados (n-

alcanos) (MAYES & LAMB, 1984).Os n-alcanos são compostos orgânicos de cadeia aberta 
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formados por carbono e hidrogênio, onde a diferença entre dois membros sucessivos da série 

é constante (são homólogos). Os alcanos que possuem de 1 a 4 carbonos em sua cadeia, são 

gases, os que possuem de 5 a 17 são líquidos, aqueles que possuem mais de18 carbonos em 

sua cadeia são sólidos (OLIVEIRA & PRATES, 2000). Também são conhecidos como 

parafinas aqueles que possuem 20 ou mais carbonos em sua cadeia (MORRISON & BOYD, 

1972). 

 Nas plantas encontram-se alcanos com comprimentos da cadeia de carbono variando 

de C18aC37, havendo predominância dos de cadeia ímpar sobre os pares (CHIBNALL et al., 

1934; HAMILTON & POWER, 1969; TULLOCH, 1981; e OLIVEIRA et al., 1997). 

 

3.4.1 Aplicação dos Alcanos em estudos de Nutrição de Ruminantes 

 

 Com a necessidade do conhecimento de aspectos chaves para o aumento da acurácia 

dos estudos em nutrição de ruminantes, tais como: A medida exata da quantidade consumida 

de forragem por animais em pastejo; identificação da composição de espécies (incluindo 

também o consumo de diferentes partes da mesma planta) pastejadas pelo animal; e a medida 

dos nutrientes disponíveis para absorção no trato digestivo do animal, após a digestão ruminal 

(DOVE & MAYES, 1991). Os componentes encontrados nas ceras das plantas, em especial 

os alcanos, têm um grande potencial de suprir estas demandas. 

 Evidencias sugerem que n-alcanos exógenos poderiam não ser marcadores 

satisfatórios para estudos de fracionamento de partícula, tempo retenção ou fluxo de digesta, 

uma vez que parece não haver afinidade tanto para a fase particulada quanto para a fase 

líquida da digesta (MAYES et al. 1988). Entretanto, os n-alcanos de cadeia ímpar possuem 

uma forte associação com as partículas sólidas parecem ser apropriados como marcadores 

para estudos de cinética da fase sólida da digesta (DOVE & MAYES, 1991). 

 O potencial dos n-alcanos naturais como marcadores do fluxo de digesta tem sido 

mencionado em alguns trabalhos (MAYES et al. 1988, KAFILZADEH & PARKER, 1990) 

entretanto ainda não foram publicados relatos do uso dessa técnica. 

 

3.5 Determinação da digestibilidade intestinal pela técnica dos sacos móveis 

 

 Inicialmente proposta por Sauer et al. 1983, para determinar a digestibilidade da 

proteína em suínos, a técnica foi adaptada por Kirkpratrick & Kennelly, 1984 para 

determinação da fração proteica dos alimentos em ruminantes.  A técnica consiste em uma 
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pré-incubação ruminal dos alimentos a serem testados, e posterior inserção dos mesmos no 

intestino dos animais (TŘINÁCTÝ et al. 2003). Também pode-se incluir nos procedimento 

antes da inserção dos sacos no intestino dos animais uma incubação em solução ácida e 

pepsina, procedimento utilizado por Hvelplund, 1985; Kendall et al., 1991; Hvelplund et al., 

1992, ou omitida como nos trabalhos de Rooke, 1985; de Boer et al., 1987; Deacon et al., 

1988; Varvikko & Vanhatalo, 1990. Segundo Vanhatolo et al. 1995, o processo o tratamento 

das amostras em solução de pepsina em meio ácido, se torna dispensável na análise da 

digestibilidade intestinal da proteína bruta, uma vez que as amostras sejam pré-incubadas no 

rúmen. O procedimento se completa com a coleta dos sacos junto as fezes e processados em 

laboratório de maneira semelhante ao procedimento realizados nos ensaios in situ 

convencionais (FRYDRYCH, 1992). 

 O uso da técnica exige a observação de alguns aspectos que são relevantes para a 

acurácia dos resultados obtidos com essa técnica, tais como: a porosidade do material saco, 

relação amostra e superfície de contato com o inóculo, efeitos da dieta do animal 

experimental, local de recuperação de saco e contaminação microbiana (HVELPLUND, 1985; 

ROOKE, 1985;. VOIGT et al, 1985). 

  A literatura cita dimensões de saquinhos  bastante variados: 3x5cm, 3,5x5,5cm, 

3x10cm, 6x6cm, 7x11cm (HERNÁNDEZ, 1995), Ramos et al. 2004, utilizaram saquinhos de 

4x3cm, Vanhantalo et al. 1995, utilizaram sacos com dimensões de 6x12 cm. Segundo 

Teixeira et al. 1989, saquinhos com dimensões maiores tendem a ter maior passagem pelos 

intestinos.  

 A porosidade do material utilizado para confecção dos saquinho é bastante variável, 

variando desde 9µm (HVELPLUND, 1985) até 80µm (TODOROV & GIRGINOV, 1991). 

Entretanto segundo Teixeira et al. 1989, a maioria dos autores utilizam material com 

porosidade  média de 50µm. 

 A proporção de amostra por cm² mais comum é de 20mg/cm² (VALADARES FILHO, 

1994).  Tempo médio de retenção desses saquinhos é bastante variável sendo a alimentação 

do animal irá influenciar no transito intestinal. No entanto, pouca ou nenhuma influencia este 

fator tem sobre a digestibilidade intestinal (GRAHAM et al., 1985; HVELPLUND, 1985; 

VOIGHT et al.,1985; VAN STRAALEN et al., 1993). 

 No caso do uso de forrageiras, algumas pesquisas tem mostrado certa influencia da 

técnica sobre a digestibilidade no intestino, levando a uma diminuição da digestibilidade 

intestinal, principalmente da MS, quando o tempo de passagem for inferior a 15 horas. Para 

tempos superiores a este não há prejuízo na digestibilidade da MS (HERNÁNDEZ, 1995. 
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 A pesar das potenciais fontes de variação que foram observados, vários estudos têm 

mostrado que a técnica dos sacos móveis pode ser útil na predição da digestibilidade intestinal 

de proteína (STERN et al. 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Local e época 

 

 O projeto foi desenvolvido nas instalações do Laboratório de Bromatologia e Nutrição 

de Ruminantes do Departamento de Zootecnia, pertencente ao Centro de Ciências Rurais, da 

Universidade Federal de Santa Maria. As análises de alcanos foram procedidas nas instalações 

do laboratório de Nutrição animal da EMBRAPA, Centro de Pesquisa Pecuária Campos do 

Sul (CPPSUL), Bagé-RS. O projeto foi desenvolvido ao longo dos anos de 2010 e 2011. 

 

4.2 Estudo do desaparecimento ruminal e intestinal das frações fibrosas 

 

4.2.1 Material experimental 

 

 Foram utilizados seis alimentos diferentes (Aveia Preta (Avena strigosa Schreb), 

capim elefante (Penisetum purpureum Schumach), feno de alfafa (Medicago sativa L.), 

resíduo da extração de óleo de girassol (Helianthus annus) e milho moído (Zea mayz), feno de 

Tifton (Cynodon dactylon cv. Tifton 85)), os quais foram secos em estufa com circulação de 

ar forçado a 55ºC e moídos em moinho Willey com peneira de 2 mm. A caracterização 

bromatológica dos alimentos é apresentada na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Caracterização bromatológica dos alimentos testados. 

Alimento MS (%) 
  

% na MS 

 MO MM FDN FDA LDA 

Aveia Preta 93,02 91,79 8,21 49,78 24,41 1,06 

Capim  Elefante Anão 89,47 89,79 10,21 73,04 38,08 6,06 

Feno de Alfafa 86,79 92,65 7,35 55,21 38,08 9,33 

Feno de Tifton 85 88,80 89,36 10,64 63,51 32,24 8,86 

Grão Milho 85,21 98,37 1,63 10,56 6,38 3,20 

Resíduo de Girassol 79,85 92,35 7,65 54,83 32,42 11,77 
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4.2.2 Preparação, pesagem e incubação ruminal das amostras 

 

 Foram pesadas aproximadamente 1,75g da amostra parcialmente seca de cada um dos 

alimentos em saquinhos de poliéster com dimensões de 7cm × 5,5cm, selados em seladora 

elétrica e colocados um saco de poliéster maior e levados ao rúmen. Foi utilizado um bovino 

com peso médio de 300 kg de PV dotado de cânula ruminal, mantido sob pastejo com 

suplementação a base de farelo de trigo, possuindo acesso a água e sal mineral à vontade. Os 

tratamentos foram diferenciados pelo tempo de incubação in situ, sendo 12, 24, 36 e 48 horas, 

com o intuído de avaliar se a degradabilidade intestinal das frações sofreriam influencia do 

tempo de retenção no rúmen. Como âncora, foram utilizados chumbos pesando em média 300 

gramas. Foram incubadas no rumem 10 replicatas de cada amostra em um bovino dotado de 

cânula ruminal, por diferentes tempos 12, 24, 36 e 48 horas sendo as mesmas inseridas 

sequencialmente: iniciando com a introdução dos saquinhos correspondentes ao tratamento 48 

horas, após o tratamento 36 horas, seguido do tratamento 24 horas e finalizando com a 

incubação dos saquinhos pertencentes ao tratamento com 12 horas de permanência no rúmen, 

totalizando 280 saquinhos por período. 

 

4.2.3 Medida da digestibilidade intestinal 

 

 O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos ao acaso, 

sendo o bloco representado por cada par de saquinhos contendo cada amostra, em cada tempo 

de incubação ruminal. Foram utilizados quatro bovinos da raça holandesa, machos, castrados 

com peso médio de 153 kg de PV. Os animais possuíam de Cânulas tipo “T” no duodeno e 

fístula no rumem para coleta de líquido ruminal. Os animais foram alocados em baias 

individuais de contenção com piso ripado dotadas de cochos de madeira e bebedouros 

automáticos. Foram utilizados aparatos para coleta total de fezes e arreios para coleta total de 

urina. A dieta foi à base de Aveia preta (Avena strigosa Schreb), fornecida a 2 % de 

MS/kgP.V. e suplementados com uma ração contendo milho, farelo de arroz desengordurado 

e farelo de soja 60:40 (volumoso:concentrado). A alimentação foi realizada duas vezes ao dia 

pela manhã as 8:00 hs, e a tarde as 17:00 hs.  

 Com base na técnica dos sacos móveis adaptada para ruminantes por Kirkpetrick & 

Kennelly (1985), duas replicatas, de cada alimento em cada tratamento (12, 24, 36 e 48 horas 

de incubação ruminal) foram retiradas do rumem, lavadas com água quente e introduzidas no 
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duodeno por meio da cânula duodenal em cada um dos quatro animais. Os mesmos foram 

recuperados nas fezes, limpos com água quente, e congelados para posterior análise. As duas 

replicatas restantes de cada alimento em cada tempo de incubação, ao serem retiradas do 

rumem, foram limpas com água quente e congeladas para posterior determinação do FDA. 

 

4.3 Avaliação do uso de alcanos, FDA e LDA para estimar o fluxo duodenal de digesta  

 

 Paralelamente ao ensaio com saquinhos móveis, foi testado o uso de C32 como 

marcador externo, dos alcanos C31, C33, FDA e LDA como marcadores internos de fluxo de 

digesta duodenal. Foram utilizados quatro bovinos da raça holandesa (156 ± 33 kg), dotados 

de cânulas no duodeno em um quadrado latino 4×4. A dieta era composta de aveia preta 

(Avena strigosa Schreb) e concentrados a base de farelo de milho, farelo de soja e farelo de 

arroz desengordurado com ou sem a inclusão de 2, 4, ou 6% da MS do concentrado de extrato 

tanífero. A proporção da dieta foi de 60:40 (volumoso:concentrado) e o nível de consumo foi 

de 2% do peso vivo dos animais. Para dosagem do C32 foram utilizados péletes de celulose 

impregnados com 125 mg  de n-dotriacontano (C32H66). O fornecimento do marcador externo 

(C32), foi realizada do 5º ao 15º dia de cada período experimental, pela manhã e a tarde, 

sempre antes do fornecimento do alimento. Amostras de conteúdo duodenal, assim como 

amostras das fezes direto do reto, foram coletadas no 11º, 12º, 13º e 14º dia de cada período 

experimental. Foram coletados 200 ml de conteúdo duodenal em intervalos de 8hs, 

adiantando duas horas a cada dia. Este cronograma foi desenvolvido para obter 12 amostras 

de digesta em intervalos de 2 horas. As amostras retais de fezes foram coletadas diariamente 

do 11º ao 15º dia às 09:00h e 17:00h. Todas as amostras foram compostas por animal em cada 

período e mantidas congeladas a -18°C. Posteriormente foram secas em estufa de ar forçado a 

55º C e moídas em moinho tipo Willey com peneira de 2mm para posterior análise. 

 

4.4 Análises laboratoriais  

 

 O teor de matéria seca (MS) das amostras foi determinado por secagem à estufa a 

105ºC durante pelo menos 16 h. O conteúdo de cinzas foi determinado por combustão a 

600°C durante 3 h. A análise da FDN foi baseada nos procedimentos descritos por Mertens 

(2002) com uso de α-amilase termoestável, sem sulfito de sódio, exceto que as amostras 

foram pesadas em saquinhos de poliéster (KOMAREK, 1993) e tratadas com detergente 

neutro em autoclave à 110 °C durante 40 min. (SENGER et al., 2008). As concentrações de 



30 
 

fibra em detergente ácido (FDA) foram determinadas nas amostras em saquinhos de poliéster 

(KOMAREK, 1993), os teores de lignina (LDA) foram determinados de acordo com a AOAC 

(1997, método 973.18). A determinação foi realizada de forma sequencial, ou seja, após a 

digestão em detergente neutro, os saquinhos foram secos e submetidos a digestão ácida, 

conforme (ROBERTSON e VAN SOEST, 1981). 

   A extração e a determinação do conteúdo de n-alcanos na forragem e fezes 

foram determinadas segundo o protocolo proposto por Dove & Mayes, 2006. 

 As amostras da forragem, conteúdo duodenal e fezes, secas a 55°C e previamente 

moídas, foram pesadas em tubos sendo as quantidades de aproximadamente 200mg de 

amostras de forragem e 100mg de amostras de conteúdo duodenal e fezes. Em cada tubo foi 

adicionada uma solução padrão contendo 3mg de C22 e 3mg de C34, diluídos em 13,7mL de 

duodecano. Para o processo de saponificação foram adicionados 1,5mL de KOH (1M) nas 

amostras de fezes e conteúdo duodenal e 2,0mL nas amostras de forragem. As amostras 

permaneceram em bloco de aquecimento, a uma temperatura de 90°C, por 16horas. Após o 

parcial resfriamento, foi adicionado às mesmas, 1,5mL nas amostras de fezes e 2mL de 

heptano nas amostras de conteúdo  duodenal. Em seguida, foram adicionados 4mL de água 

destilada nas amostras de fezes e conteúdo duodenal e 0,6mL nas amostras de forragem. As 

amostras foram então agitadas, afim de se obter fases líquidas diferentes e, com o auxílio de 

uma pipeta de Pasteur, foram transferidos a fase superior (não-aquosa) para outro tubo. 

Novamente foram adicionados 1,5 e 2,0mL de heptano nos tubos, agitados vigorosamente e 

em seguida, transferiu-se o sobrenadante da amostra. Com o auxílio de um evaporador com ar 

comprimido, a amostras foram evaporadas em “banho-maria”. A camada removida foi 

reconstituída com 0,3mL de heptano e passado em uma coluna de sílica-gel com 1mL de 

volume. Foi adicionado ao tubo com o extrato evaporado  0,1mL de heptano, passado na 

coluna de sílica-gel, afim de que possam ser retirados compostos que não são de interesse 

nesta análise e outros interferentes. A coluna, por fim, é novamente “lavada” com 2,4mL de 

heptano e os tubos contendo o eluato são colocados novamente em aquecimento para 

evaporação do heptano. Os extratos  foram redissolvidos em 0,25mL de dodecano, colocados 

em vials para leitura cromatográfica. 

 A identificação e quantificação dos n-alcanos foi feita em um cromatógrafo 

SHIMADZU GC-2010, equipado com um detector de ionização de chama (FID), um carretel 

autosampler AOC-20S e um auto injetor AOC-20i. A coluna utilizada foi uma RTX®1 

(30m×0,25mmID×0,25µm fase estacionária (film), absorbente composto de 5% de difenil e 

95% dimitil polisiloxano). O gás de arraste foi o N2 em fluxo constante de 4mL/minuto. A 
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razão do Split foi de 1:2, e a injeção da amostra 1µL. O fluxo de gases para o detector foram 

350, 30 e 35mL/minuto, para o Argônio, Nitrogênio e o hidrogênio, respectivamente. A 

temperatura do injetor, foi constante em 280°C. A coluna teve o seguinte gradiente de 

temperatura: 200°C - 3 minutos, 30°C/minuto 230°C - 1 minuto e 6°C/minuto – 300°C – 

4minutos, a temperatura do detector, foi de 340°C. 

 

4.5 Cálculos 

 

 O fluxo de digesta duodenal (FDD) foi calculado da seguinte forma quando utilizado a 

alcano C32 como marcador externo: 

 
 FDD (g MS/dia) =  Dosagem (g/dia) / Concentração na digesta duodenal (g/g MS)   
 
  O fluxo de digesta duodenal (FDD) foi calculado da seguinte forma quando utilizado 

fibra em detergente ácido, lignina ou alcanos como marcadores internos: 

 

 FDD (g MS/dia) =  (Excreção fecal (g MS/dia) × Concentração nas fezes (g/g MS))/ 
Concentração na digesta duodenal (g/g MS)  
 
  

4.6 Análise estatística 
 

 No ensaio com saquinhos móveis a concentração de cada um dos componentes da 

fibra após a incubação ruminal, de cada alimento e em cada tempo de incubação, foram 

relacionados através de regressão linear com a concentração dos mesmos nas fezes. Da 

mesma forma, o fluxo de digesta estimado com o uso de componentes da fibra foi comparado 

com o estimado com alcanos. Em cada comparação foi gerado um R2 que indicou o grau de 

precisão da relação entre as duas medidas. Foi testado se a intercepta era diferente de zero e se 

o coeficiente de regressão era diferente de 1 utilizando o teste “t”. O fluxo duodenal de 

matéria seca avaliado com diferentes marcadores foram submetidos ao procedimento GLM do 

pacote estatístico SAS, 2000, onde foram comparados os fluxos obtidos incluindo os efeitos 

de tratamento, período e animal.  
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Teor de FDN após 48horas de incubação ruminal

  Foi observada alta e significativa (P<0,05) relação entre os teores de FDN das 

amostras de alimentos após incubação no rumem por 12, 24, 36 ou 48 horas com aqueles 

obtidos após passagem do material residual pelos intestinos em saquinhos móveis e 

recuperados nas fezes (Figura 5). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5 - Relação entre os teores de fibra em detergente neutro (FDN) de amostras de alimentos após incubação 
no rumem por 12, 24, 36 ou 48 horas com aqueles obtidos após passagem do material residual pelos intestinos 
em saquinhos móveis e recuperados nas fezes.  
  

  Embora os coeficientes de determinação tenham sido elevados em todos os tempos de 

incubação (R2>0,90), somente o coeficiente de regressão da equação no tempo de 48horas foi 

estatisticamente igual a 1. Contudo, mesmo neste tempo de incubação a intercepta foi 

diferente de zero (P<0,05) e em todas as demais equações os coeficientes de regressão e 

interceptos diferiram de 1 e zero, respectivamente (P<0,05). Os teores de FDN do material 

residual após a passagem pelos intestinos foi em média 11,1, 7,3, 3,6 e 3,8% menor que os 
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(P<0,05) 
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teores iniciais presentes nas amostras após a incubação no rúmen por 12, 24, 36 ou 48 horas, 

respectivamente.  

 Foi observada alta e significativa (P<0,05) relação entre os teores de FDA das amostras 

de alimentos após incubação no rumem por 12, 24, 36 ou 48 horas com aqueles obtidos após 

passagem do material residual pelos intestinos em saquinhos móveis e recuperados nas fezes 

(Figura 6).  

 

Figura 6 - Relação entre os teores de fibra em detergente ácido (FDA) de amostras de alimentos após incubação 
no rumem por 12, 24, 36 ou 48 horas com aqueles obtidos após passagem do material residual pelos intestinos 
em saquinhos móveis e recuperados nas fezes.  
 

 No tempo de 36 horas o coeficiente de regressão foi igual a 1 e no tempo de 48 horas o 

intercepto foi igual a zero. Nas demais situações tanto o coeficiente de regressão foi diferente 

de 1 quanto o intercepto foi diferente de zero (P<0,05).  

 Os desaparecimentos médios observados foram de 3,4, 1,6, 1,5 e 1,7%, nos tempos de 

12, 24, 36 e 48 horas, respectivamente. 
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 A análise de regressão dos teores de LDA nas amostras após a incubação ruminal, nos 

diferentes tempos, e dos valores obtidos após a recuperação dos saquinhos nas fezes (Figura 

7) apresentou, assim como observado para FDN e FDA, altos coeficientes de determinação 

(P<0,05). 

 

Figura 7 - Relação entre os teores de lignina em detergente ácido (LDA) de amostras de alimentos após 
incubação no rumem por 12, 24, 36 ou 48 horas com aqueles obtidos após passagem do material residual pelos 
intestinos em saquinhos móveis e recuperados nas fezes.  
 
 
 Em todos os tempos de incubação as equações, geraram coeficientes de regressão 

diferente de 1 (P<0,05) e interceptos iguais a zero. Os percentuais de desaparecimento 

observado nos tempos de 12, 24, 36 e 48 horas de incubação ruminal foram de 1,45, 0,98, 

0,66 e 0,54%, respectivamente.  

 A proporção de FDN que desapareceu nos intestinos foi mais alta (P<0,05) que de 

FDA ou LDA em todos os tempos de incubação (Figura 8).  
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Figura 8 - Desaparecimento intestinal (%) de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente ácido (FDA) 
e lignina em detergente ácido (LDA) de amostras incubadas no rúmen durante diferentes tempos, inseridas no 
duodeno e coletadas nas fezes. As linhas nas colunas indicam o desvio padrão da média. Médias com letras 
diferentes acima das colunas em cada tempo de incubação são diferentes entre si (P<0,05). 
 

 Contudo o grau de desaparecimento intestinal foi similar entre FDA e LDA, 

independentemente do tempo que as amostras permaneceram incubadas no rúmen. Em média, 

o desaparecimento intestinal de FDN, FDA e LDA foram de 18,4, 11,1 e 12,5%, 

respectivamente. 

  

5.2 Fluxo duodenal de digesta em bovinos estimado com FDA ou LDA como marcador 

interno 

 

  O fluxo de digesta duodenal nos bovinos calculado utilizando LDA foi altamente 

relacionado (R²=0,89 ) com as estimativas utilizando FDA como marcador interno (Figura 9).  
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Figura 9 - Relação entre o fluxo duodenal de digesta (g de MS/dia) estimado utilizando  lignina em detergente 
ácido (LDA) ou fibra em detergente ácido (FDA) como marcador. 
 
 O fluxo duodenal de MS de bovinos alimentados com dieta à base de volumoso e 

concentrados (60:40) com ou sem a inclusão de 2, 4, 6% de extrato tanífero estimado com a 

LDA apresentou maior erro padrão que quando utilizado a FDA em todos os tratamentos 

(Figura 10). 

 

Figura 10 - Fluxo duodenal de MS em g/dia de bovinos alimentados com dieta a base de Aveia preta (Avena 
strigosa Schreb) e concentrados com ou sem a inclusão de 2, 4, 6% de extrato tanífero, estimado utilizando 
lignina em detergente ácido (LDA) ou fibra em detergente ácido (FDA) como marcador. As linhas nas colunas 
indicam erro padrão da média. 
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 O erro padrão médio observado com o uso do FDA como marcador foi de 317 g de 

MS/dia, enquanto que o erro padrão associado à utilização do LDA como marcador foi 580 g 

de MS/dia. 

 

5.3 Recuperação fecal de alcanos e estimativa do fluxo de digesta duodenal em bovinos 

utilizando alcanos ou FDA como marcadores   

 

  Os principais alcanos presentes na dieta dos bovinos foram o C31, C33 e C35 (Figura 

12). A coleta total de fezes propiciou menor recuperação fecal que a obtida através da 

amostragem parcial, feita duas vezes ao dia.  

 

Tabela 2 - Consumo, excreção fecal e grau de recuperação fecal de n-alcanos em bovinos 

alimentados com dieta a base de aveia preta (Avena strigosa Schreb) e concentrado (60:40) e 

recebendo oralmente e diariamente cápsulas contendo 260 mg do alcano C32. 

n-Alcano Consumo 
(mg/dia) 

Excreção 
fecal CP1 
(mg/dia) 

Grau de 
recuperação 

fecal 
CV (%) 

Excreção 
fecal CT 
(mg/dia)2 

Grau de 
recuperação 

fecal 
CV (%) 

C25 19,1 8,2 0,45 30,0 6,7 0,37 27,8 

C26 0,7 0,8 1,38 66,3 0,8 1,35 59,4 

C27 10,0 5,6 0,59 34,6 4,4 0,45 28,1 

C28 1,5 6,1 1,28 93,5 2,0 1,72 102,4 

C29 20,1 15,4 0,80 32,3 10,8 0,56 27,0 

C30 1,8 6,2 0,80 79,4 1,2 0,74 63,9 

C31 55,1 47,2 0,89 29,4 34,4 0,64 25,9 

C32 260,1 137 0,53 17,7 117,0 0,47 14,5 

C33 118,3 112 0,98 30,0 89,1 0,78 25,9 

C35 50,45 51,4 1,07 31,1 42,7 0,88 26,7 
1Analisado em amostras provenientes de coleta total de fezes; 
2 Analisado em amostras pontuais de fezes coletadas diretamente do reto dos animais duas vezes por dia.  
 
  

 A recuperação fecal do C32 foi muito inferior aos de mais alcanos de número de 

carbonos na cadeia semelhantes, independentemente do método de amostragem, (CT = 0,47 e 

CP = 0,53). É possível perceber a alta variabilidade no grau de recuperação fecal dos alcanos 

C31 ao C35, o coeficiente de variação em média de 25%.  
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 O fluxo duodenal de digesta em bovinos estimado com FDA apresentou baixa relação 

com os valores estimados com alcanos, independentemente se comparado com os alcanos 

internos (C31, C33 ou C35) ou com o alcano externo C32 (Figura 11). 

Figura 11 - Relação entre o fluxo duodenal de digesta (g de MS/dia) estimado utilizando   fibra em detergente 
ácido (FDA) ou alcanos como marcador. 
 
 Os fluxos de digesta duodenal, calculado com base nos alcanos C31, C32, C33 E C35 

foi de 1,382 e 1,873 kgMS/dia, com base no alcano par (externo) o C32, o FDD foi de 2,310 

kgMS/dia. Os fluxos de digesta obtidos por diferentes marcadores (Figura 12), foram 

comparados considerando os efeitos de tratamento (0, 2, 4 e 6% de inclusão de tanino), 

animal e período (1 a 4). 
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Figura 12 - Fluxo de matéria seca (MS) em g/dia, obtido através de marcadores internos: fibra em detergente 
ácido (FDA) e alcanos ímpares (C31, C33, C35); e como marcador externo o alcano C32. A análise estatística 
incluiu os efeitos de animal × tratamento × período, as linhas nas colunas indicam o desvio padrão médio 
observado. 
 
 
 Os desvios padrão observados nas médias de fluxos obtidas com base nos alcanos 

foram superiores aos obtidos nas medidas obtidas com a FDA. O desvio padrão observado 

com o FDA foi de 386 g, enquanto que os desvios observados com os alcanos foram de 690, 

1093, 687 e 741 g, para os alcanos C31, C32, C33 e C35, respectivamente.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

6 DISCUSSÃO 

 
6.1 Desaparecimento ruminal e intestinal das frações fibrosas 

 

 O efeito do aumento do tempo de incubação ruminal levou aumento da degradação 

ruminal do FDN, FDA e LDA. Segundo WEISS 1994, a digestibilidade da fibra depende, 

dentre outros fatores, do tempo de duração da fermentação ruminal. Embora alguns trabalhos 

relatem que a indegradabilidade da lignina (CRAMPTON and MAYNARD,1938; ELLIS et 

al., 1946; FORBES et al., 1946) há vários estudos que contrapõe este fato. HALE et al. 1940, 

observaram digestibilidade ruminal variando de 5,1% a 23,7% da lignina dietética. Neste 

estudo, foi observado degradabilidade ruminal média da LDA de 21% da lignina dietética. 

 O desaparecimento de FDN observado com a passagem das amostras nos intestinos 

esta em concordância com outros estudos. Segundo Van Soest, 1994, após a degradação ácida 

no abomaso, a hemicelulose se tornaria mais susceptível à degradação no cécum/colón dos 

ruminantes. Beever et al. 1972, em um estudo com ovinos com dieta restrita à base de 

forragem, observaram até 14% de desaparecimento da hemicelulose digestível no intestino 

grosso. Thonson, et al. 1972 observaram percentuais de até 41% da hemicelulose digestível 

sendo degradada nos intestinos de ovinos alimentados com alfafa peletizada. Segundo 

PORTER & SINGLETON, 1971b, em um estudo com ovinos dotados de cânulas reentrantes, 

cerca de 1 a 4% da hemicelulose digestível é absorvida no trato digestível inferior, 

corroborando com os resultados obtidos neste estudo. 

 A análise de regressão linear indicou ainda que tanto a LDA quanto a FDA 

apresentaram um pequeno desaparecimento intestinal das amostras independentemente do 

tempo de incubação. Segundo Porter & Singleton, 1971, a lignina é indegradável no trato 

inferior de ruminantes.  

 A hipótese mais coerente para este fato, é que esse desaparecimento tenha ocorrido em 

função de perda de partículas através dos poros dos saquinhos. A alteração no tamanho de 

partículas das amostras ao longo do trato digestivo explicaria este fato. Penning & Johnson, 

1983 determinaram a concentração de resíduos indigestíveis em amostras moídas em peneiras  

com porosidade de 0,8 mm e reportaram que a incubação dessas amostras em sacos com 

porosidade de 43  μm resultou em perdas de material pelos poros. 

  Segundo LINDBERG & KNUTSSON, 1981, em um estudo testando materiais de 

diferentes porosidades em ensaios in situ encontraram um desaparecimento de 11% em sacos 
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de 36 µm e de 5% em sacos 5 µm. Araújo et al., 2000 utilizando a técnica dos sacos móveis 

constataram desaparecimento da fração fibrosa do alimento em função da perda de partículas 

pelos poros, variando de 8 a 10%. Segundo o mesmo estudo, esse desaparecimento poderia 

ocorrer mecanicamente tanto durante o trânsito ao longo do trato digestivo, quanto durante o 

processo de limpeza dos saquinhos ao serem recuperados junto às fezes. 

 Segundo Porter & Singleton, 1971a uma fração muito pequena da celulose digestível 

chega ao intestino, cerca de 95 à 100% da celulose digestível é degrada no rumem de ovinos. 

Beever, et al. 1972 em ovinos dotados de cânula reentrante, encontraram apenas 5% de 

desaparecimento pós ruminal da celulose digestível. Segundo MacRae & Armstrong 1969, 

91% da celulose digestível é fermentada no rumem de ovinos alimentados exclusivamente 

com feno, em bovinos a proporção é a mesma (WALDO, 1970).  

 Estes estudos, além do fato do desaparecimento intestinal de lignina ter sido similar a 

porção que desapareceu de FDA, indica que a perda de LDA levou a perda de FDA uma vez 

que essas frações são estritamente ligadas.  

 

6.2 Fluxo duodenal de digesta em bovinos estimado com FDA ou LDA como marcador 

interno 

 

 Os fluxos de digesta duodenal, obtidos com base na concentração de LDA e FDA 

foram similares, estes resultados estão em concordância com Porter & Singleton, 1971a, que 

indicaram o uso do LDA como marcador por não haver degradação intestinal dessa fração. 

Em um trabalho subsequente, publicado no mesmo ano (PORTER & SINGLETON, 1971b), 

apontavam pra possibilidade de outras frações, e principalmente o FDA por apresentar 

degradação intestinal muito pequena, como possíveis marcadores.  

 Os erros-padrão observados nas determinações baseadas na FDA foram inferiores aos 

observados com a LDA, o que reforça o potencial dessa fração ser utilizada como marcador 

do fluxo de digesta em bovinos. 

 A análise de FDA é de baixo custo, rápida e com boa reprodutibilidade. A complexa  e  

variável  estrutura  da  lignina  torna difícil a adoção de metodologias específicas que 

determinem, com alta confiabilidade, sua real concentração. A situação é agravada ao 

considerar evidências de que a lignina dietética difere da lignina fecal em seus  constituintes  

químicos (ELAN e DAVIS, 1961).  
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6.3 Recuperação fecal de alcanos e estimativa do fluxo de digesta duodenal em bovinos 

utilizando alcanos ou FDA como marcadores. 

 

 A análise do perfil de n-alcanos nas amostras do alimento fornecido, indicou 

recuperações incompletas de n-alcanos. Recuperações incompletas são frequentemente 

relatadas na literatura (KOLATTUKUDY & HANKIN, 1966; TULLIEZ & BORIES, 1977), 

isso seria explicado pela transformação de alcanos em ácidos graxos a nível de epitélio 

ruminal (OHAJURUKA& PALMQUIST, 1991).  

 Segundo Oliveira e Prates, 2000, essa variação na recuperação duodenal e fecal estaria 

principalmente associada a perdas no intestino delgado e, em alguns casos, uma ligeira síntese 

de n-alcanos neste mesmo sítio. Outra hipótese para essas recuperações incompletas seria o 

baixo consumo de MS neste estudo.  Oliván & Osoro, 1995, em um experimento com vacas 

em gaiolas metabólicas, consumindo feno de alfafa em um nível de 1,5% P.V, atribuíram a 

baixa recuperação fecal de n-alcanos ao baixo consumo e, consequentemente, maior tempo de 

retenção de partículas no trato digestivo, possibilitando maior absorção ao longo do trato. 

 Os resultados de fluxo de digesta duodenal, indicam uma ineficiência do n-alcano de 

cadeia par como marcador deste parâmetro, principalmente em função da variabilidade dos 

resultados. A baixa relação entre os resultados obtidos com a FDA em comparação aos 

obtidos com os n-alcanos, indicada pela análise de regressão reforça a ineficiência do C32, 

Resultado em concordância com Mayes et al. 1988, que sugere a baixa afinidade do n-alcano 

exógeno tanto com a fase líquida, quanto a fase sólida. Entretanto o potencial dos n-alcanos 

de cadeia ímpar, que apresenta alta afinidade com a fase sólida da digesta (DOVE & MAYES, 

1991) não se confirmou, pois assim como observado nos resultados obtidos a partir do C32, 

os fluxos obtidos com base nos n-alcanos ímpares, com mais de 30 carbonos, tiveram baixa 

relação com os fluxos obtidos com o FDA. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

7 CONCLUSÃO 
 

 A fibra em detergente neutro apresentou um desaparecimento que inviabiliza a 

utilização dessa fração como marcador do fluxo de digesta duodenal em bovinos. Tanto a 

lignina, quanto a fibra em detergente ácido, foram praticamente indegradáveis nos intestinos 

dos bovinos, sendo viável a utilização destas frações. Considerando aspectos relacionados a 

alta variabilidade nas análises de lignina, a FDA é uma opção confiável para determinar o 

fluxo de digesta em bovinos. 

 Foi observada uma alta variabilidade nos resultados fluxo de digesta obtidos com base 

nos n-alcanos com relação ao obtido com base no FDA, indepentemente do n-alcano utilizado 

como referência, sendo inviável sua utilização para obtenção deste parâmetro.  
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ANEXOS 
 



  

ANEXO 1: Análise de regressão dos teores de FDN após 12, 24, 36 e 48 horas 
de incubação no rúmen e após a passagem pelos intestinos de bovinos. 
 

FDN 12 horas de incubação ruminal 
**************************************************************************************** 
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  25 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDNF 
 
                               Number of Observations Read         206 
                               Number of Observations Used         206 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          66683          66683    1845.73    <.0001 
          Error                   204     7370.14319       36.12815 
          Corrected Total         205          74053 
 
 
                         Root MSE              6.01067    R-Square     0.9005 
                         Dependent Mean       31.63466    Adj R-Sq     0.9000 
                         Coeff Var            19.00027 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1      -18.04360        1.22983     -14.67      <.0001 
                 FDNR          1        1.16596        0.02714      42.96      <.0001 
 

 
FDN 24 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 

****************************************************************************************                           
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  37 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDNF 
 
                               Number of Observations Read         226 
                               Number of Observations Used         226 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              
              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          64321          64321    2082.42    <.0001 
          Error                   224     6918.79308       30.88747 
          Corrected Total         225          71240 
 
 
                         Root MSE              5.55765    R-Square     0.9029 
                         Dependent Mean       27.98743    Adj R-Sq     0.9024 
                         Coeff Var            19.85766 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -9.72113        0.90526     -10.74      <.0001 
                 FDNR          1        1.07301        0.02351      45.63      <.0001 
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FDN 36 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 
**************************************************************************************** 
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  49 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDNF 
 
                               Number of Observations Read         217 
                               Number of Observations Used         217 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              Sum of          Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          50508          50508    3694.53    <.0001 
          Error                   215     2939.29660       13.67115 
          Corrected Total         216          53448 
 
 
                         Root MSE              3.69745    R-Square     0.9450 
                         Dependent Mean       24.16811    Adj R-Sq     0.9448 
                         Coeff Var            15.29888 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -5.01125        0.54172      -9.25      <.0001 
                 FDNR          1        1.05649        0.01738      60.78      <.0001 
 
**************************************************************************************** 
 

FDN 48 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 
****************************************************************************************                            
The SAS System            17:21 Friday, March 26, 2012   1 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDNF 
 
                               Number of Observations Read         208 
                               Number of Observations Used         208 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          39980          39980    2249.76    <.0001 
          Error                   206     3660.76624       17.77071 
          Corrected Total         207          43641 
 
 
                         Root MSE              4.21553    R-Square     0.9161 
                         Dependent Mean       21.42216    Adj R-Sq     0.9157 
                         Coeff Var            19.67837 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -3.41287        0.59966      -5.69      <.0001 
                 FDNR          1        0.98568        0.02078      47.43      <.0001 
 
 
 
 
 
 



  

ANEXO 2: Análise de regressão linear dos teores de FDA após 12, 24, 36 e 48horas de 
incubação ruminal e após a passagem pelos intestinos de bovinos Dados não corrigidos e 
corrigidos pelo desaparecimento intestinal de LDA. 
 

FDA 12HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 
The SAS System            16:35 Friday, March 26, 2012   1 
 

The REG Procedure 
Model: MODEL1 

Dependent Variable: FDAF 
 
                               Number of Observations Read         225 
                               Number of Observations Used         225 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              Sum of          Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          33119          33119    4129.31    <.0001 
          Error                   223     1788.59007        8.02058 
          Corrected Total         224          34908 
 
 
                         Root MSE              2.83206    R-Square     0.9488 
                         Dependent Mean       20.48707    Adj R-Sq     0.9485 
                         Coeff Var            13.82366 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                       Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
 
                 Intercept     1       -2.23970        0.40091      -5.59      <.0001 
                 FDAR          1        0.94065        0.01464      64.26      <.0001 
 

 
FDA 12 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL CORRIGIDO 

 
The SAS System            16:35 Friday, March 26, 2012   2 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAFC 
 
                               Number of Observations Read         225 
                               Number of Observations Used         225 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of          Mean 
         Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          46113          46113    4129.34    <.0001 
          Error                   223     2490.29167       11.16723 
          Corrected Total         224          48604 
 
 
                         Root MSE              3.34174    R-Square     0.9488 
                         Dependent Mean       24.17471    Adj R-Sq     0.9485 
                         Coeff Var            13.82329 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -2.64221        0.47306      -5.59      <.0001 
                 FDARR         1        1.10994        0.01727      64.26      <.0001 
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FDA 24 horas de incubação ruminal 
****************************************************************************************                            
The SAS System            16:35 Friday, March 26, 2012  18 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAF 
 
                               Number of Observations Read         241 
                               Number of Observations Used         241 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          30493          30493    2872.33    <.0001 
          Error                   239     2537.28641       10.61626 
          Corrected Total         240          33031 
 
 
                         Root MSE              3.25826    R-Square     0.9232 
                         Dependent Mean       17.96979    Adj R-Sq     0.9229 
                         Coeff Var            18.13188 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                       Parameter      Standard 
                 Variable     DF        Estimate        Error      t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -1.67788        0.42243      -3.97      <.0001 
                 FDAR          1        0.97829        0.01825      53.59      <.0001 
 

                                             
FDA 24 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL CORRIGIDO 

The SAS System            16:35 Friday, March 26, 2012  19 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAFC 
 
                               Number of Observations Read         241 
                               Number of Observations Used         241 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of          Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          38940          38940    2872.24    <.0001 
          Error                   239     3240.17392       13.55721 
          Corrected Total         240          42180 
 
 
                         Root MSE              3.68201    R-Square     0.9232 
                         Dependent Mean       20.30639    Adj R-Sq     0.9229 
                         Coeff Var            18.13228 
 
 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                       Parameter      Standard 
                 Variable     DF        Estimate        Error      t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -1.89618        0.47737      -3.97      <.0001 
                 FDARR         1        1.10550        0.02063      53.59      <.0001 
 

FDA 36 horas de incubação ruminal 
 
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012   1 
 
                                          The REG Procedure 
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                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAF 
 
                               Number of Observations Read         228 
                               Number of Observations Used         228 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          23777          23777    3661.83    <.0001 
          Error                   226     1467.47133        6.49324 
          Corrected Total         227          25245 
 
 
                         Root MSE              2.54818    R-Square     0.9419 
                         Dependent Mean       14.75829    Adj R-Sq     0.9416 
                         Coeff Var            17.26611 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -1.29054        0.31435      -4.11      <.0001 
                 FDAR          1        1.00270        0.01657      60.51      <.0001 
 

                                             
FDA 36 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL CORRIGIDO 

The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012   2 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAFC 
 
                               Number of Observations Read         228 
                               Number of Observations Used         228 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          28770          28770    3661.70    <.0001 
          Error                   226     1775.68293        7.85700 
          Corrected Total         227          30546 
 
 
                         Root MSE              2.80303    R-Square     0.9419 
                         Dependent Mean       16.23373    Adj R-Sq     0.9416 
                         Coeff Var            17.26673 
 
 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                       Parameter      Standard 
                 Variable     DF        Estimate        Error     t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -1.41989        0.34579      -4.11      <.0001 
                 FDARR         1        1.10297        0.01823      60.51      <.0001 

 
FDA 48 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 

****************************************************************************************                            
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  13 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAF 
 
                               Number of Observations Read         207 
                               Number of Observations Used         207 
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                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          16844          16844    2664.03    <.0001 
          Error                   205     1296.12669        6.32257 
          Corrected Total         206          18140 
 
 
                         Root MSE              2.51447    R-Square     0.9285 
                         Dependent Mean       14.16594    Adj R-Sq     0.9282 
                         Coeff Var            17.75012 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -0.43536        0.33252      -1.31      0.1919 
                 FDAR          1        0.91911        0.01781      51.61      <.0001 
 

                                             
FDA 48 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL CORRIGIDO 

The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  14 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: FDAFC 
 
                               Number of Observations Read         207 
                               Number of Observations Used         207 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1          19646          19646    2664.08    <.0001 
          Error                   205     1511.72508        7.37427 
          Corrected Total         206          21157 
 
 
                         Root MSE              2.71556    R-Square     0.9285 
                         Dependent Mean       15.29923    Adj R-Sq     0.9282 
                         Coeff Var            17.74966 
 
 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -0.46993        0.35912      -1.31      0.1921 
                 FDARR         1        0.99262        0.01923      51.61      <.0001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ANEXO 3: Análise de regressão dos teores de LDA após 12, 24, 36 e 48horas de incubação 
ruminal e após a passagem pelos intestinos dos bovinos. 
 

LDA 12 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 
****************************************************************************************                            
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  73 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: LDAF 
 
                               Number of Observations Read         152 
                               Number of Observations Used         152 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1     1624.81907     1624.81907     911.99    <.0001 
          Error                   150      267.24419        1.78163 
          Corrected Total         151     1892.06325 
 
 
                         Root MSE              1.33478    R-Square     0.8588 
                         Dependent Mean        6.41401    Adj R-Sq     0.8578 
                         Coeff Var            20.81032 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1        0.28169        0.23012       1.22      0.2228 
                 LDAR          1        0.77943        0.02581      30.20      <.0001 
 

 
LDA 24HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 

****************************************************************************************                            
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  81 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: LDAF 
 
                               Number of Observations Read         160 
                               Number of Observations Used         160 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1     1712.88627     1712.88627    1482.83    <.0001 
          Error                   158      182.51337        1.15515 
          Corrected Total         159     1895.39964 
 
 
                         Root MSE              1.07478    R-Square     0.9037 
                         Dependent Mean        6.35650    Adj R-Sq     0.9031 
                         Coeff Var            16.90833 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1       -0.20542        0.19042      -1.08      0.2823 
                 LDAR          1        0.89508        0.02324      38.51      <.0001 
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LDA 36 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 
****************************************************************************************                            
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012  89 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: LDAF 
 
                               Number of Observations Read         148 
                               Number of Observations Used         148 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1     1074.36258     1074.36258     700.24    <.0001 
          Error                   146      224.00396        1.53427 
          Corrected Total         147     1298.36653 
 
 
                         Root MSE              1.23866    R-Square     0.8275 
                         Dependent Mean        5.91068    Adj R-Sq     0.8263 
                         Coeff Var            20.95628 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1        0.30483        0.23504       1.30      0.1967 
                 LDAR          1        0.85261        0.03222      26.46      <.0001 
 

 
48 HORAS DE INCUBAÇÃO RUMINAL 

****************************************************************************************                            
The SAS System            17:36 Friday, March 26, 2012 105 
 
                                          The REG Procedure 
                                            Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: LDAF 
 
                               Number of Observations Read         129 
                               Number of Observations Used         129 
 
 
                                         Analysis of Variance 
 
                                             Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
          Model                     1      937.06468      937.06468     762.53    <.0001 
          Error                   127      156.06980        1.22890 
          Corrected Total         128     1093.13448 
 
 
                         Root MSE              1.10856    R-Square     0.8572 
                         Dependent Mean        6.21039    Adj R-Sq     0.8561 
                         Coeff Var            17.85003 
 
 
                                         Parameter Estimates 
 
                                      Parameter       Standard 
                 Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
                 Intercept     1        0.16480        0.23970       0.69      0.4930 
                 LDAR          1        0.89600        0.03245      27.61      <.0001 
 

 
 
 
 



  

ANEXO 4: Análise de médias do desaparecimento da LDA e FDA nos diferentes tempos de 
incubação. 
 
 
********************************************************************************************** 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=12 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: DIF   DIFERENÇA 
 
                                                 Sum of 
    Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
    Model                        1      0.09915089      0.09915089       2.80    0.0954 
    Error                      375     13.30275840      0.03547402 
    Corrected Total            376     13.40190928 
 
 
                          R-Square     Coeff Var      Root MSE      DIF Mean 
                          0.007398      84.05096      0.188345      0.224085 
 
 
     Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1      0.09915089      0.09915089       2.80    0.0954 
 
     Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1      0.09915089      0.09915089       2.80    0.0954 
 
**************************************************************************************** 
 
                                   DESAPARECIMENTO DE FIBRA     
 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=12 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                          Level of             -------------DIF------------- 
                          FR             N          Mean           Std Dev 
                          DFDA         225       0.21075556       0.17372458 
                          DLDA         152       0.24381579       0.20815154 
 
**************************************************************************************** 
 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
 

 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=24 -------------------------- 
                                          The GLM Procedure 
 
                                       Class Level Information 
 
                                  Class         Levels    Values 
                                  FR                 2    DFDA DLDA 
 
 
                               Number of Observations Read         401 
                               Number of Observations Used         401 
 
 
 
 
**************************************************************************************** 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=24 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: DIF   DIFERENÇA 
 
                                                 Sum of 
     Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
     Model                        1      0.08385807      0.08385807       2.83    0.0931 
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     Error                      399     11.80710352      0.02959174 
     Corrected Total            400     11.89096160 
 
 
                          R-Square     Coeff Var      Root MSE      DIF Mean 
                          0.007052      87.85153      0.172022      0.195810 
 
 
     Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1      0.08385807      0.08385807       2.83    0.0931 
 
 
     Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F      
     FR                           1      0.08385807      0.08385807       2.83    0.0931 
 
**************************************************************************************** 
 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=24 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                          Level of             -------------DIF------------- 
                          FR             N             Mean          Std Dev 
 
                          DFDA         241       0.20759336       0.20129378 
                          DLDA         160       0.17806250       0.11444422 
 
**************************************************************************************** 
 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=36 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                                       Class Level Information 
 
                                  Class         Levels    Values 
 
                                  FR                 2    DFDA DLDA 
 
 
                               Number of Observations Read         376 
                               Number of Observations Used         376 
 
**************************************************************************************** 
                                    DESAPARECIMENTO DE FIBRA     
 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=36 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: DIF   DIFERENÇA 
 
                                             Sum of 
     Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
     Model                        1      0.00000197      0.00000197       0.00    0.9950 
     Error                      374     19.08996585      0.05104269 
     Corrected Total            375     19.08996782 
 
 
                          R-Square     Coeff Var      Root MSE      DIF Mean 
                          0.000000      110.0509      0.225926      0.205293 
 
 
     Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1    1.9704055E-6    1.9704055E-6       0.00    0.9950 
 
 
    Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1    1.9704055E-6    1.9704055E-6       0.00    0.9950 
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***************************************************************************************                     
DESAPARECIMENTO DE FIBRA 

 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=36 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                          Level of             -------------DIF------------- 
                          FR             N             Mean          Std Dev 
 
                          DFDA         228       0.20535088       0.20576570 
                          DLDA         148       0.20520270       0.25393360 
 
**************************************************************************************** 
 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
09:50 Friday, February 27, 2012  39 

 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=48 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                                       Class Level Information 
 
                                  Class         Levels    Values 
                                  FR                 2    DFDA DLDA 
 
 
                               Number of Observations Read         336 
                               Number of Observations Used         336 
 
**************************************************************************************** 
 

DESAPARECIMENTO DE FIBRA 
 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=48 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: DIF   DIFERENÇA 
 
                                             Sum of 
     Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
     Model                        1      0.09266568      0.09266568       3.38    0.0668 
     Error                      334      9.15027599      0.02739604 
     Corrected Total            335      9.24294167 
 
 
                          R-Square     Coeff Var      Root MSE      DIF Mean 
                          0.010026      93.46869      0.165517      0.177083 
 
 
     Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1      0.09266568      0.09266568       3.38    0.0668 
 
 
     Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
     FR                           1      0.09266568      0.09266568       3.38    0.0668 
 

****************************************************************************************                     
DESAPARECIMENTO DE FIBRA 

 
--------------------------------------- TEMPO DE INCUBAÇÃO=48 -------------------------- 
 
                                          The GLM Procedure 
 
                          Level of             -------------DIF------------- 
                          FR             N             Mean          Std Dev 
 
                          DFDA         207       0.19019324       0.17809118 
                          DLDA         129       0.15604651       0.14297847 
 
 



  

ANEXO 5: Análise estatística do fluxo de matéria seca (MS) em g/dia, obtido através de 
marcadores internos: fibra em detergente ácido (FDA) e alcanos ímpares (C31, C33, C35); e 
como marcador externo o alcano C32. 
 
********************************************************************************************** 
 
                     The SAS System         15:24 Tuesday, March 30, 2012   6 
 
 
                          The SAS System         15:24 Tuesday, March 30, 2012   8 
 
--------------------------------------------- M=C31 ------------------------------------------ 
                                        The GLM Procedure 
 
                                    Class Level Information 
 
                                Class         Levels    Values 
 
                                A                  4    3 4 5 6 
 
                                P                  4    1 2 3 4 
 
                                T                  4    0 2 4 6 
 
 
                             Number of Observations Read          15 
                             Number of Observations Used          15 
 
********************************************************************************************** 
                                      The SAS System         15:24 Tuesday, March 30, 2012   9 
 
--------------------------------------------- M=C31 ------------------------------------------ 
                                        The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: FD 
 
                                               Sum of 
       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       Model                        9     2066797.974      229644.219       0.62    0.7513 
 
       Error                        5     1862613.035      372522.607 
 
       Corrected Total             14     3929411.009 
 
 
                       R-Square     Coeff Var      Root MSE       FD Mean 
 
                       0.525982      44.18018      610.3463      1381.493 
 
 
       Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      368730.605      122910.202       0.33    0.8048 
       P                            3      382847.222      127615.741       0.34    0.7965 
       T                            3     1315220.147      438406.716       1.18    0.4063 
 
 
       Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      514155.805      171385.268       0.46    0.7222 
       P                            3      459441.155      153147.052       0.41    0.7525 
       T                            3     1315220.147      438406.716       1.18    0.4063 
 
********************************************************************************************* 
--------------------------------------------- M=C31 ------------------------------------------ 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Level of           --------------FD------------- 
                        T            N             Mean          Std Dev 
 
                        0            3       1081.00000       269.428803 
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                        2            4       1110.02500       629.321695 
                        4            4       1736.87500       531.849699 
                        6            4       1522.95000       445.946234 
 
********************************************************************************************** 
 
                                         The SAS System         15:24 Tuesday, March 30, 2012  
 
--------------------------------------------- M=C32 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                                    Class Level Information 
 
                                Class         Levels    Values 
 
                                A                  4    3 4 5 6 
 
                                P                  4    1 2 3 4 
 
                                T                  4    0 2 4 6 
 
 
                             Number of Observations Read          15 
                             Number of Observations Used          15 
 
********************************************************************************************** 
 
                                     The SAS System         15:24 Tuesday, March 30, 2012  12 
 
--------------------------------------------- M=C32 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: FD 
 
                                               Sum of 
       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       Model                        9      9745494.25      1082832.69       0.91    0.5783 
 
       Error                        5      5976038.38      1195207.68 
 
       Corrected Total             14     15721532.63 
 
 
                       R-Square     Coeff Var      Root MSE       FD Mean 
 
                       0.619882      49.03385      1093.256      2229.593 
 
 
       Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      473537.220      157845.740       0.13    0.9369 
       P                            3     2232232.424      744077.475       0.62    0.6304 
       T                            3     7039724.602     2346574.867       1.96    0.2379 
 
 
       Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      474026.369      158008.790       0.13    0.9368 
       P                            3     1573192.102      524397.367       0.44    0.7353 
       T                            3     7039724.602     2346574.867       1.96    0.2379 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=C32 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Level of           --------------FD------------- 
                        T            N             Mean          Std Dev 
 
                        0            3       1756.90000        780.87945 
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                        2            4       1478.35000        337.43209 
                        4            4       3310.37500       1258.45785 
                        6            4       2254.57500        776.02018 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=C33 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                                    Class Level Information 
 
                                Class         Levels    Values 
 
                                A                  4    3 4 5 6 
 
                                P                  4    1 2 3 4 
 
                                T                  4    0 2 4 6 
 
 
                             Number of Observations Read          15 
                             Number of Observations Used          15 
 
********************************************************************************************** 
------------------------------------------ M=C33 --------------------------------------------- 
 
                                        The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: FD 
 
                                               Sum of 
       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       Model                        9     7351002.452      816778.050       1.73    0.2841 
 
       Error                        5     2365880.988      473176.198 
 
       Corrected Total             14     9716883.440 
 
 
                       R-Square     Coeff Var      Root MSE       FD Mean 
 
                       0.756519      36.72993      687.8780      1872.800 
 
 
       Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      304742.776      101580.925       0.21    0.8823 
       P                            3     3749426.962     1249808.987       2.64    0.1611 
       T                            3     3296832.714     1098944.238       2.32    0.1922 
 
 
       Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      302593.917      100864.639       0.21    0.8833 
       P                            3     2774813.989      924937.996       1.95    0.2392 
       T                            3     3296832.714     1098944.238       2.32    0.1922 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=C33 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Level of           --------------FD------------- 
                        T            N             Mean          Std Dev 
 
                        0            3       1190.10000       142.805077 
                        2            4       1428.72500       725.749247 
                        4            4       2412.52500       783.911527 
                        6            4       2289.17500       857.647159 
 
********************************************************************************************** 
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--------------------------------------------- M=C35 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                                    Class Level Information 
 
                                Class         Levels    Values 
 
                                A                  4    3 4 5 6 
 
                                P                  4    1 2 3 4 
 
                                T                  4    0 2 4 6 
 
 
                             Number of Observations Read          15 
                             Number of Observations Used          15 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=C35 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: FD 
 
                                               Sum of 
       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       Model                        9     4644274.781      516030.531       0.94    0.5616 
 
       Error                        5     2750985.208      550197.042 
 
       Corrected Total             14     7395259.989 
 
 
                       R-Square     Coeff Var      Root MSE       FD Mean 
 
                       0.628007      38.56252      741.7527      1923.507 
 
 
       Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      362249.405      120749.802       0.22    0.8791 
       P                            3      265784.660       88594.887       0.16    0.9181 
       T                            3     4016240.716     1338746.905       2.43    0.1805 
 
 
       Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3      314599.672      104866.557       0.19    0.8985 
       P                            3      238463.861       79487.954       0.14    0.9289 
       T                            3     4016240.716     1338746.905       2.43    0.1805 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=C35 ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Level of           --------------FD------------- 
                        T            N             Mean          Std Dev 
 
                        0            3       1589.83333       342.362912 
                        2            4       1433.25000       663.731881 
                        4            4       2754.37500       510.097509 
                        6            4       1833.15000       568.380943 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=FDA ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
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                                    Class Level Information 
 
                                Class         Levels    Values 
 
                                A                  4    3 4 5 6 
 
                                P                  4    1 2 3 4 
 
                                T                  4    0 2 4 6 
 
 
                             Number of Observations Read          15 
                             Number of Observations Used          15 
 
********************************************************************************************** 
 
 
 
--------------------------------------------- M=FDA ------------------------------------------ 
 
                                        The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: FD 
 
                                               Sum of 
       Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       Model                        9     4900360.459      544484.495       3.65    0.0837 
 
       Error                        5      744962.918      148992.584 
 
       Corrected Total             14     5645323.377 
 
 
                       R-Square     Coeff Var      Root MSE       FD Mean 
 
                       0.868039      19.04972      385.9956      2026.253 
 
 
       Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3     2729865.268      909955.089       6.11    0.0399 
       P                            3     1011033.549      337011.183       2.26    0.1990 
       T                            3     1159461.642      386487.214       2.59    0.1652 
 
 
       Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
       A                            3     2231094.247      743698.082       4.99    0.0578 
       P                            3      983786.407      327928.802       2.20    0.2062 
       T                            3     1159461.642      386487.214       2.59    0.1652 
 
********************************************************************************************** 
 
--------------------------------------------- M=FDA ----------------------------------------- 
 
                                        The GLM Procedure 
 
                        Level of           --------------FD------------- 
                        T            N             Mean          Std Dev 
 
                        0            3       1552.70000       539.296570 
                        2            4       1799.82500       775.966891 
                        4            4       2367.45000       536.831286 
                        6            4       2266.65000       522.189024 
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